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O feijão azuki (Vigna angularis) está entre as espécies de feijão mais utilizadas e 
recomendadas para o cultivo e consumo de brotos. Desta forma, considerando os 
benefícios nutricionais no consumo de brotos de feijão azuki e a importância do Fe e 
Se para a nutrição humana, estratégias para o enriquecimento da parte comestível 
dessa planta com esses elementos são essenciais. Porém, deve-se avaliar 
principalmente se a parte comestível da planta enriquecida apresenta as mesmas 
características morfológicas e químicas do alimento cultivado em condições naturais. 
Sendo assim, nesse trabalho foi avaliado a absorção, acúmulo e translocação de Fe 
e Se em brotos de feijão azuki cultivados em meio enriquecido com diferentes massas 
e espécies de Fe (FeSO4, FeCl3 e NaFe(III)EDTA) e Se (Na2SeO3 e Na2SeO4), bem 
como misturas de Fe e Se. Além disso, verificou-se o efeito do enriquecimento com 
Fe ou Se na: (1) concentração total de elementos essenciais (Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, 
S, Se e Zn); (2) distribuição de proteínas do grupo das albuminas, globulinas, 
prolaminas e glutelínas; (3) distribuição de metaloproteínas de Fe e seleno-proteínas; 
(4) concentração de espécies de Fe (solúvel e inorgânico) e Se (orgânico e inorgânico) 
e (5) bioacessibilidade elementar. Os resultados obtidos indicaram que o 
enriquecimento com Fe(III)-EDTA favoreceu a translocação para a parte aérea da 
planta e aumentou em 75 % a concentração de Fe no caule, além de promover 
interações do Fe com albuminas (141 %), globulinas (180 %) e glutelínas (93 %). No 
enriquecimento adicionando apenas 100 µg de Se ao meio de cultivo, obteve-se 
brotos com características morfológicas idênticas ao grupo controle e a translocação 
para o caule utilizando Se(VI) foi 786 % maior em relação ao Se(IV), porém, a 
porcentagem da concentração de Se associado as proteínas (albuminas, globublinas, 
prolaminas e glutelínas) foi 100 % (Se(IV)) e 35 % (Se(VI)). Na avaliação de 
competição entre Fe e Se adicionando ambos simultaneamente ao meio de cultivo, 
não se verificou competições entre esses elementos na parte comestível da planta. A 
partir dos métodos propostos para a especiação de Fe (solúvel e inorgânico), 
 
 
verificou-se que o enriquecimento com Fe aumentou a concentração de Fe solúvel 
(50 %) e o Fe inorgânico (145 %). Na especiação de Se (orgânico e inorgânico) na 
parte comestível dos brotos enriquecidos com Se(VI), 92 % da concentração total de 
Se corresponde a espécies orgânicas hidrofílicas, as quais são mais biodisponíveis e 
menos tóxicas quando comparadas as espécies inorgânicas. No estudo de 
bioacessibilidade nos brotos enriquecidos, Fe e Se foram 83 e 100 % bioacessível, 
respectivamente. Adicionalmente, é importante destacar que as estratégias de 
enriquecimento não diminuíram a bioacessibilidade da maioria dos elementos 
essenciais estudados quando comparados ao grupo controle. Portanto, os 
procedimentos de enriquecimentos com Fe e Se avaliados são uma boa alternativa 
para auxiliar na redução de deficiências de Fe e Se, assim como para manter a 
ingestão diária recomendada. 
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The adzuki bean (Vigna angularis) is among the bean species most used and 
recommended for cultivation and consumption of sprouts. Therefore, considering the 
nutritional benefits in the consumption of the adzuki bean sprouts and the importance 
of Fe and Se for human nutrition, strategies to enrich the edible part of this plant with 
these elements are essentials. However, it should be evaluated if the edible part of the 
enriched plant presents the same morphological and chemical characteristics of the 
food cultivated in natural conditions. For this, in this work was evaluated the absorption, 
accumulation and translocation of Fe and Se in adzuki bean sprouts cultivated in 
enriched medium with different masses and species of Fe (FeSO4, FeCl3 and 
NaFe(III)-EDTA) and Se (Na2SeO3 and Na2SeO4), as well as mixtures of Fe and Se. 
Beside this, it was verified the enrichment effects in: (1) total concentration of essential 
elements (Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn); (2) distribution of albumin, globulin, 
prolamin and glutelin; (3) distribution of metalloproteins of Fe and selenoproteins; (4) 
concentration of Fe (soluble and inorganic) and Se (organic and inorganic) species 
and (5) elemental bioaccessibility. The results indicated that the enrichment with 
Fe(III)-EDTA favored the translocation to the aerial part of the plant and increased 75 
% the Fe concentration in the stem, besides promoting Fe interactions with albumins 
(141 %), globulins (180 %) and glutelins (93 %). For the enrichment adding 100 μg of 
Se to the culture medium, sprouts with morphological characteristics identical to the 
control group were obtained and the translocation to the stem using Se (VI) was 786 
% higher than Se (IV), but the percentage of Se associated to protein (albumins, 
globublins, prolamins and glutelins) was 100 % (Se(IV)) and        35 % (Se(VI)). In the 
evaluation of competition between Fe and Se adding both simultaneously to the culture 
medium, there were no competitions between these elements in the edible part of the 
plant. Based on the methods proposed for speciation of Fe (soluble and inorganic), it 
was verified that the enrichment with Fe increased the concentration of soluble Fe (50 
%) and inorganic Fe (145 %). In the speciation of Se (organic and inorganic) in the 
 
 
edible part of the sprouts enriched with Se (VI), 92 % of the total Se concentration 
corresponded to hydrophilic organic species, which are more bioavailable and less 
toxic when compared to the inorganic species. In the bioaccessibility study for enriched 
sprouts, Fe and Se were 83 and 100 % bioaccessible, respectively. Additionally, it is 
important to point out that enrichment strategies did not decrease the bioaccessibility 
of the most elements studied when compared to the control group. Therefore, the 
proposed enrichment procedures with Fe and Se are a good alternative to help in the 
reduction of Fe and Se deficiencies, as well as to maintain the recommended daily 
intake. 
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O feijão é uma cultura típica de clima tropical e subtropical e assume relevante 
importância na alimentação humana. Contribui como uma das principais leguminosas 
fornecedoras de proteínas e está presente na dieta diária das classes 
socioeconômicas de menor renda.1 O gênero Vigna compreende cerca de 160 
espécies, das quais somente sete são cultivadas.2 Dentre as espécies, encontra-se o 
feijão adzuki ou azuki (Vigna angularis), o qual é produzido e consumido 
principalmente na Ásia.3  
O feijão-mungo (Vigna radiata), comumente conhecido como moyashi, é a 
espécie mais utilizada para a produção de brotos no Brasil. Entretanto, mais de 30 
espécies de plantas, principalmente de olerícolas (brócolis, rabanete, cebola, 
mostarda) e de leguminosas (feijão azuki, alfafa, trevo, lentilha) são utilizadas para 
essa finalidade. Os brotos de feijão são servidos como vegetais básicos e utilizados 
em sopas e saladas em diversos países asiáticos.4 Adicionalmente, eles são 
apreciados pelo seu paladar e pelo seu valor nutritivo e medicinal.5  
Cumpre destacar que os brotos são formados após processo de germinação, 
das sementes, forma-se o caule e as folhas, que pouco a pouco são preenchidas por 
clorofila. Denomina-se alimento germinado qualquer semente que é estimulada após 
contato com fatores externos como água, ar e calor, tendo como resultado o 
crescimento.5 
Os brotos são alimentos altamente nutritivos, sua produção é rápida, cerca de 7 
a 15 dias e pode ser realizada em qualquer época do ano, sem a necessidade de solo, 
fertilizantes, agrotóxicos e luz solar direta, ou seja, utilizam apenas as reservas 
armazenadas nas sementes para germinar e alcançar o tamanho para serem 
consumidos, além de serem boas fontes de minerais, vitaminas, proteínas e 
apresentarem baixo teor calórico.6 Desta forma, os brotos destacam-se por serem 
alimentos livres de defensivos agrícolas que é um segmento que merece destaque na 
alimentação humana e cresce consideravelmente em diversos países.  
Um dos grandes problemas de saúde pública em países em desenvolvimento é 
a deficiência de ferro (Fe) e selênio (Se)7, de acordo com a tabela de composição 
química dos alimentos adotada pela UNIFESP o feijão azuki possui 49,8 µg g-1 de Fe 
e as concentrações de Se não são apresentadas na tabela.8 
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Leguminosas contribuem como as maiores fontes vegetais de Fe total, porém, 
estudos mostraram que estas possuem baixa concentração de espécies de Fe 
biodisponível não sendo capazes de suprir necessidades nutricionais em casos de 
deficiências9, tais como a anemia ferropriva que mostra índices crescentes no Brasil 
e no mundo, sendo que aproximadamente 40 % da população mundial apresenta 
carência de Fe.10 Embora a deficiência de Se não seja tão estudada como a do Fe, 
esse também constitui um elemento de grande importância nutricional. A deficiência 
de Se no organismo está relacionada com o aumento do colesterol no plasma 
sanguíneo, disfunções do fígado e a doença de Kesham, que atinge mais de 10 
milhões de chineses.11 Para reduzir a deficiência de Fe e Se na população, estratégias 
que visem ao aumento dos teores nos produtos agrícolas são de suma importância.  
A fortificação de alimentos já processados ou cultivados em meio rico é uma 
maneira de suprir a deficiência de micronutrientes, sendo uma alternativa de 
intervenção recomendada, principalmente para localidades onde se encontram 
elevadas prevalências.12 É fundamental destacar que é preciso conhecer as espécies 
elementares capazes de serem absorvidas e utilizadas pelas plantas no seu 
metabolismo, bem como as espécies formadas após o enriquecimento, sendo 
necessário avaliar se esses alimentos fortificados apresentam as mesmas 
características químicas daquelas formadas quando o alimento é cultivado em 
condições naturais. Adicionalmente, estudos de competição entre elementos devem 
ser levados em consideração quando se visa o enriquecimento com vários elementos 
simultaneamente. Assim sendo, para o sucesso da fortificação estudos de especiação 
química elementar são de suma importância, pois permitem identificar e/ou determinar 
as formas químicas em que o elemento é encontrado em determinada matriz.13 A 
determinação das diferentes formas químicas dos elementos pode resultar em 
informações sobre a absorção dos elementos e subsequentemente a sua utilização 
para realização das funções fisiológicas, ou seja, a especiação química pode estimar 
a biodisponibilidade do nutriente.14-16  
Em resumo, estudos de especiação química promovem conhecimentos capazes 
de auxiliar na evolução e aprimoramento de informações a respeito da utilização 
consciente de alimentos funcionais, uma vez que, esses consistem em uma fonte que 
além de apresentar suas funções nutricionais como fonte de energia e de substrato 
para a formação de células e tecidos, possui também em sua composição, uma ou 
mais espécies químicas capazes de agir no sentido de modular processos do 
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metabolismo humano prevenindo o aparecimento precoce de doenças degenerativas 



































2. Revisão Bibliográfica 
 
2.1. Feijão azuki (Vigna angularis) 
 
Uma cultura típica de clima tropical e subtropical, o feijão constitui um produto 
de destacada importância nutricional, econômica e social. Encontra-se entre os 
principais alimentos de origem vegetal que preenche as recomendações dietéticas 
para a boa saúde: aumento do consumo de fibras, proteínas, amido e diversos 
elementos essenciais, além de diminuir o consumo de lipídios e sódio.18 As principais 
instituições internacionais de incentivo, apoio e promoção à saúde indicam a ingestão 
diária de uma ou mais porções de feijão. Entretanto, a composição química elementar 
de diferentes espécies dessa leguminosa pode variar de acordo com fatores 
genéticos, origem geográfica e clima.19 
O feijão adzuki ou azuki (Vigna angularis) encontra-se entre as 12 leguminosas 
cultivadas mais importantes no mundo20, são grãos pequenos, de coloração 
avermelhada com pequeno hilo branco, produzido e consumido principalmente na 
Ásia.6 O feijão azuki possui cerca de 50% de amido e 25% de proteína21,22, sendo uma 
das espécies de feijão mais utilizadas e recomendadas para o cultivo e consumo de 
brotos.23 Porém, apesar da destacada importância no cultivo mundial de leguminosas, 
estudos sobre a composição química em grãos e brotos de feijão azuki são escassos. 
É crescente a busca por alternativas que se adaptem ao novo conceito de 
alimentos saudáveis e livres de agrotóxicos que podem causar danos à saúde e ao 
meio ambiente. O consumo de alimentos germinados é um segmento que merece 
destaque na alimentação humana e está em franca expansão no Brasil, sendo uma 
técnica amplamente utilizada nos Estados Unidos, Europa e Ásia, a qual pode ser 
implantada inclusive no meio urbano.24 Os brotos de feijão são boas fontes de 
minerais, vitaminas, proteínas e apresentam baixo teor calórico. Sendo assim, quando 
presentes na dieta alimentar suprem eventuais deficiências nutricionais, além de ser 
possível enriquecer os brotos com elementos essenciais. 
O processo de germinação pode levar a alterações nutricionais e a redução de 
antinutrientes, tais como inibidores de enzimas, tornando o consumo de alguns brotos 
seguro para a alimentação humana.25 Os grãos germinados são boas fontes de ácido 
ascórbico, riboflavina, colina, tiamina, tocoferóis e vitamina B5 (ácido pantotênico: 
ácido 3-[amino (2,4-di-hidroxi-3,3-dimetilbutanoil)] propanóico).26 Durante o processo 
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de germinação, as enzimas presentes nos grãos, entre elas a fitase, são ativadas por 
hidratação e o ácido fítico é hidrolisado27, consequentemente, ocorrem reduções nos 
teores de fitato e o aumento na biodisponibilidade elementar.28 
Os brotos de feijão são alimentos naturais que utilizam apenas as reservas 
armazenadas nas sementes para germinar e alcançar o tamanho para serem 
consumidos, além de apresentarem baixo teor calórico e serem boas fontes de 
elementos essenciais. Por outro lado, apesar dos grãos de feijão cultivados em 
condições naturais contribuírem como as maiores fontes vegetais de Fe total, as 
espécies de Fe presentes nessa leguminosa apresentam baixa biodisponibilidade.29 
Os alimentos de origem vegetal estão também entre as principais fontes de Se para a 
nutrição humana devido à alta biodisponibilidade das formas orgânicas de Se, porém 
apesar da destacada importância no cultivo mundial de leguminosas e a moderada 
capacidade de absorver espécies de Se presentes no meio de cultivo, os grãos de 
feijão possuem baixas concentrações de Se total.8 Portanto, devido a capacidade das 
plantas translocarem alguns elementos para partes aéreas comestíveis e converterem 
espécies elementares presentes no meio de cultivo em espécies mais biodisponíveis 
para a nutrição humana, o desenvolvimento de estratégias que visem o 
enriquecimento dos brotos de feijão com elementos essenciais, tais como Fe e Se, 
são de suma importância. 
 
2.2. Importância nutricional do Fe e Se 
 
Cerca de 21 elementos são considerados essenciais para o bom funcionamento 
do organismo e podem ser divididos em dois grupos: macro e microelementos, os 
quais desempenham funções essenciais à saúde, entre elas a regulação de processos 
enzimáticos, manutenção do equilíbrio osmótico, facilitação da transferência de 
substâncias pelas membranas celulares e estimulação nervosa-muscular.30 A 
quantidade adequada de elementos essenciais requeridas pelos seres humanos está 
relacionada à ingestão dietética de referência (DRI). Regulamentações determinadas 
pela U.S. Food and Drug Administration (FDA) apresentam valores de DRIs para 
alguns elementos essenciais, entre eles: Ca (1000 mg), Cu (2mg), Fe (18 mg), Mg 
(400 mg), P (1000 mg), Se (55 µg) e Zn (15 mg) considerando um indivíduo adulto de 
70 kg e idade acima de 31 anos.31 
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Os feijões contribuem como as maiores fontes vegetais de Fe total, porém, 
estudos evidenciam que essa leguminosa possui baixa concentração de espécies de 
Fe disponível para absorção29, sendo que o consumo desse alimento como uma fonte 
de Fe com potencial para suprir deficiências nutricionais, como a anemia, não é uma 
realidade.  
O Fe é um elemento essencial para a homeostase celular, transporte de oxigênio 
e metabolismo energético, bem como um cofator para enzimas da cadeia respiratória 
mitocondrial e fixação de nitrogênio. Na nutrição humana, o Fe é usado principalmente 
na síntese de hemoglobina em eritrócitos, mioglobina nos músculos e citocromos no 
fígado.32 Há duas formas principais de Fe, denominadas Fe heme, proveniente em 
sua maior parte de fontes animais, e o Fe não-heme, aquele relacionado às suas 
espécies inorgânicas, provenientes de fontes vegetais. O Fe heme é constituinte da 
hemoglobina, da mioglobina e compõe enzimas. Como constituinte da hemoglobina, 
o Fe é requerido para o transporte de gás oxigênio e dióxido de carbono estando 
diretamente envolvido no processo de respiração celular. O Fe não-heme constitui as 
espécies inorgânicas envolvidas no metabolismo oxidativo e as proteínas ferro-
enxofre que são moléculas contendo um ou mais átomos de Fe não-heme ligados a 
cisteínas ou átomos de enxofre inorgânico como parte de um centro ferro-enxofre.30,32 
No qual o Fe heme representa de 5 a 10 % do Fe dietético, porém sua absorção pode 
chegar a 25 % quando comparada a apenas 5 % do Fe não-heme.33 O Brasil mostra 
índices crescentes de prevalência de anemia ferropriva, com níveis que chegam a     
70 % em algumas regiões.34 Considerando o perfil mundial, estima-se que 
aproximadamente 40 % da população apresenta carência de Fe ou níveis baixos de 
hemoglobina, estabelecendo uma situação de risco que inclui indivíduos de todas as 
classes sociais, especialmente o grupo materno-infantil (lactentes, pré-escolares, 
escolares, gestantes e nutrizes).10   
Embora a deficiência de Se não seja tão estudada como aquela do Fe, esse 
também constitui um elemento de grande importância nutricional. O Se é um elemento 
essencial e proporciona diversos benefícios a saúde e nutrição humana, além de 
apresentar propriedades anticarcinogênicas para alguns tipos de câncer35-37, no qual 
as formas orgânicas de Se existentes nos alimentos apresentam alta 
biodisponibilidade.38,39 Entretanto, as faixas para a ingestão: deficiente (< 40 µg dia-1), 
apropriado (50-75 µg dia-1, dependendo a idade, sexo e histórico médico) e tóxico       
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(> 600 µg dia -1) são estreitas.40-42 Estudos recentes indicam que a ingestão diária de 
100-200 µg dia-1 de Se é capaz de reduzir o risco de câncer em humanos.43  
 
2.3. Enriquecimento de alimentos 
 
De acordo com a Portaria n° 31, de 13 de janeiro de 1998 da Agência Nacional 
de Vigilância Sanitária não há diferenças entre alimentos enriquecidos e fortificados.44 
Os processos utilizados no enriquecimento alimentar consistem em adicionar aos 
alimentos um ou mais nutrientes, considerando o valor de DRI específica para cada 
componente adicionado à matriz alimentar, com o objetivo de reforçar seu valor 
nutricional e prevenir ou corrigir eventuais deficiências nutricionais apresentadas pela 
população em geral ou de grupos de indivíduos, favorecendo a manutenção ou 
recuperação da saúde para a prevenção de carências nutricionais.44 
Considera-se um alimento enriquecido ou fortificado desde que o enriquecimento 
ou fortificação a partir de 100 mL ou 100 g do produto, pronto para consumo, forneçam 
no mínimo 15% da DRI, no caso de líquidos, e 30% da DRI, no caso de sólidos.44 
A adição de elementos essenciais à saúde humana por meio de adubação no 
solo agrícola é considerada uma estratégia promissora para a fortificação de plantas. 
O Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) e o Instituto Internacional de 
Pesquisa em Políticas Alimentares (IFPRI, do inglês International Food Policy 
Research Institute) coordenam o programa Harvest Plus, que é parte do Programa de 
Pesquisa na Agricultura para Nutrição e Saúde (A4HN, do inglês Agriculture for 
Nutrition and Health) e do Grupo Consultivo sobre Pesquisa Agrícola Internacional 
(CGIAR, do inglês Consultative Group on International Agricultural Research), sendo 
uma aliança global entre instituições de pesquisa e entidades executoras que se 
uniram para melhorar e disseminar produtos, melhorando a qualidade nutricional dos 
seis alimentos mais cultivados e consumidos mundialmente: feijão, mandioca, milho, 
arroz, batata doce e trigo. A fase inicial do programa teve como objetivo gerar 
tecnologias e conhecimentos para o desenvolvimento de cultivos desses alimentos 
com melhor qualidade proteica e maiores teores de ferro, zinco e vitaminas, visando 
o plantio e consumo em diversos países em desenvolvimento.45 Entretanto, trabalhos 
com a fortificação de feijão a partir do enriquecimento elementar do meio de cultivo 
são escassos, sendo que a maioria desses avaliam o potencial de aumento do teor 
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total de Fe em grãos de feijão através da engenharia genética e o melhoramento 
genético da planta.46  
Diante deste contexto, estratégias que visem ao aumento dos teores de 
elementos essenciais, tais como Fe e Se, em produtos agrícolas vem sendo 
almejadas, visando, principalmente a redução de deficiências. A fortificação de 
alimentos já processados ou cultivados em meio rico é uma maneira de suprir a 
deficiência desses micronutrientes, sendo uma alternativa de intervenção 
recomendada, principalmente para localidades onde se encontram elevadas 
prevalências.12 Alimentos enriquecidos com Fe e Se podem reduzir os índices de 
doenças e gastos com saúde pública.47 Entre as formas mais eficazes para promover 
o aumento nos níveis de micronutrientes em leguminosas encontra-se a pulverização 
da planta com solução contendo o elemento, adição de diferentes espécies 
elementares no solo48: Se (selenito (Se(IV) ou SeO32-) ou selenato (Se(VI) ou       
SeO42-)) ou Fe (sais ou complexos), imersão dos grãos em solução antes do plantio e 
o cultivo hidropônico das sementes em solução nutritiva enriquecida.49 
Um estudo realizado no Instituto Agronômico de Campinas teve como objetivo 
aumentar o teor de Se em feijões cultivados em solo submetido a aplicação de        
5000 g ha-1 de Se a partir do (Se(VI)), no qual houve translocação do Se presente na 
semente para o grão produzido, mostrando que é possível realizar o enriquecimento 
via semente.50 Smrkolj et al.51 avaliaram duas formas diferentes de enriquecimento de 
feijoeiro com Se, tendo o Se(VI) como fonte elementar, que consistiram no cultivo em 
solo e pulverização foliar em um intervalo de 10 dias com solução de 10 mg L-1 no 
tempo de floração e na segunda estratégia de enriquecimento as plantas foram 
cultivadas hidroponicamente e as sementes foram previamente imersas em solução 
contendo Se. A estratégia de pulverização foliar mostrou-se mais eficaz no acúmulo 
de Se nos grãos de feijão produzidos e, após a hidrólise enzimática, a porcentagem 
de Se solúvel também mostrou-se maior para essa estratégia de enriquecimento.  
A adição de elementos essenciais ao solo de cultivo também é uma estratégia 
promissora para promover a translocação e enriquecimento de plantas, principalmente 
no que diz respeito ao consumo de brotos ou alimentos germinados.52 A germinação 
de sementes melhora o valor nutricional dos grãos, com um aumento na qualidade 
nutricional de proteínas, distribuição mais favorável de aminoácidos, aumenta o teor 
de vitaminas e reduz significativamente fatores antinutricionais.53 Sendo assim, o 
consumo de brotos aliado a procedimentos de enriquecimento alimentar é uma boa 
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alternativa para suprir deficiências nutricionais que dizem respeito a elementos 
específicos em conjunto com componentes que contribuem para a disseminação de 
uma alimentação saudável e funcional. 
 
2.4. Absorção de Fe e Se em plantas 
 
O Fe é um elemento essencial para as plantas, sendo um componente de 
proteínas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons nos processos de respiração 
celular e fotossíntese, tais como os citocromos e os centros ferro-enxofre (Fe-S), 
participando na transferência de elétrons através de reações de oxidação ou redução 
do Fe. O Fe é reversivelmente oxidado de Fe(II) a Fe(III) e transfere elétrons em 
reações de redução de coenzimas do metabolismo energético, como o dinucleótido 
de nicotinamida e adenina (NAD).54 Porém, a absorção e o acúmulo de Fe pelas 
plantas são limitados, pois a produção de superóxido e peróxido de hidrogênio nas 
células durante a redução de oxigênio molecular é catalisada por Fe(II) e Fe(III) 
formando radicais hidroxila altamente reativos que podem danificar a maioria dos 
componentes celulares, tais como o DNA, proteínas, lipídios e açúcares. Sendo assim, 
a absorção de Fe pelas plantas é altamente regulada para evitar o excesso.55 
Os fertilizantes comumente utilizados para reduzir deficiências de Fe em plantas 
contém FeSO4.7H2O, FeCl3.6H2O ou Fe quelato (ácido dietilenotriaminopentacético 
(Fe-DTPA), ácido etilenodiamina – de N, N1 – [2 – hidroxifenil acético] (Fe-EDDHA), 
ácido etilenodiamino-di (o-hidroxifenil-acético orto-orto) (Fe-EDDHMA) e ácido 
etienodiamino tetracético (Fe-EDTA)).54 A estratégia segura que a maioria das 
espécies de plantas desenvolveu para aumentar a absorção de Fe pelas raízes, 
baseia-se em três vias distintas propostas por Romheld e Marschner56: (1) excreção 
de prótons através de uma membrana plasmática, acidificando o meio e aumentando 
a solubilidade de Fe(III); (2) redução de Fe(III) pela ação da Fe(III)-quelato redutase 
para uma forma mais solúvel de Fe(II); (3) o transporte direto de Fe(II) na membrana 
plasmática por transportadores específicos, apresentadas na Figura 1. 
Os alimentos de origem vegetal estão entre as principais fontes de Se para a 
nutrição humana e o consumo de plantas com alta concentração de Se é uma 
alternativa para aumentar a ingestão e eliminar a deficiência desse elemento, devido 
à alta biodisponibilidade das formas orgânicas de Se existentes nesses alimentos.38.39 
Por outro lado, o Se é um elemento não-essencial para as plantas e a 
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biodisponibilidade elementar depende da espécie química presente no solo ou meio 
de cultivo.57 No solo, o Se pode ser encontrado em quatro estados de oxidação: 
elementar (Se0), seleneto (Se2-), Se(IV) e Se(VI), dos quais Se (IV) e Se (VI) são as 
formas inorgânicas predominantemente encontradas e utilizadas.38,40 
 
Figura 1 – Absorção de ferro pelas raízes das plantas, de acordo com o mecanismo proposto por 












As raízes das plantas podem absorver Se presente no solo ou meio de cultivo 
na forma de Se(IV), Se(VI) ou compostos orgânicos de Se (selenometionina (SeMet)). 
Alguns solos contêm a espécie orgânica SeMet, que pode ser absorvida pelas plantas 
e é proveniente da própria vegetação, entretanto, Se(IV) e Se(VI) são as principais 
espécies absorvidas e diferem em sua mobilidade no interior de plantas. O Se(VI) é 
absorvido pelas raízes das plantas através dos transportadores de sulfato e mais 
facilmente distribuído para as partes aéreas58, o ciclo metabólico do Se em plantas a 
partir da associação desse semi-metal a importantes espécies está apresentado na 
Figura 2.  
No metabolismo das plantas, o Se(VI) é inicialmente reduzido a Se(IV), através 
da ação inicial da adenosina trifosfato sulfurilase (APS) e posteriormente assimilado a 
compostos orgânicos de Se. A primeira forma orgânica produzida é a selenocisteína 
(SeCys), que devido a sua elevada estabilidade é convertida em outros compostos, 
como a metilselenocisteína (MeSeCys), proteínas, entre outros. Por outro lado, esse 
aminoácido pode ser incorporado em proteínas de forma não específica levando a 
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também será incorporada a proteínas, com efeitos menos prejudiciais e poderá ser 
convertido em dimetil-seleneto (DMSe) volátil, oferecendo assim uma válvula de 
liberação de excesso de Se no metabolismo da planta. Por outro lado, pouco se 
conhece a respeito dos mecanismos envolvidos na absorção de Se(IV), sugerindo que 
a absorção ocorra por vias de difusão passiva e o Se(IV) ou seus produtos metabólicos 
acumulam-se nas raízes e incorporam-se a vários aminoácidos,  tais como MeSeCys 
e selenocistatione.59 
 
Figura 2 – Metabolismo de Se em plantas. APSe: adenosina fosforoselenato, OAS o-acetil serina, OPH 
o-fosfohomoserina, SeCys selenocisteína, SeMet selenometionina, DMSeP propionato de 
dimetilselenonio, DMSe dimetil selenido, DMDSe dimetil diselenida. As respectivas enzimas 
numeradas: (1) ATP sulfurylase, (2) adenosina fosfosulfato-redutase, (3) glutationa redutase, (4) OAS-
(tiol)-lyase, (5) SeCys metiltransferase, (6) SeCys lyase, (7) cistationina-γ-sintase, (8) cistationina- β-
lyase, (9) metionina sintatase, (10) metionina metiltransferase, (11) DMSP lyase, (12) γ-glutmilcisteína 
sintase  
 











Devido aos diferentes mecanismos de absorção e biodisponibilidade de cada 
elemento para as plantas, em procedimentos de enriquecimento alimentar utilizando 
as diferentes espécies químicas de um determinado elemento, seja separadamente 
ou simultaneamente adicionados ao meio de cultivo, estudos de competição entre as 
espécies adicionadas e os elementos presentes no alimento cultivado sem adição 
elementar ao meio de cultivo devem ser levados em consideração, sendo necessário 
avaliar se esses alimentos fortificados apresentam as mesmas características 
químicas quando comparados ao alimento cultivado em condições naturais.  
Estudos realizados por D’Imperio et al.60, indicaram que em plantas com folhas 
nos primeiros dias de crescimento, o enriquecimento com Ca promove uma redução 
na concentração de Mg em todos em vegetais enriquecidos, confirmando o 
antagonismo entre Ca e Mg. Em estudos de enriquecimento de plantas, diversas 
reações antagônicas são observadas para Fe, Mn, Cu e Zn.61 O excesso de Zn ou Cu 
induz a deficiência de Fe e reduz a translocação de Fe para partes aéreas da planta 
indicando a existência de reações antagônicas entre esses elementos e apesar do 
mecanismo de competição entre Cu, Fe e Zn não serem bem elucidados, a 
similaridade química, tal como o raio iônico deles tem sido apontada como a causa 
das competições.62 No enriquecimento de plantas com Se verificam-se reações de 
antagonismo entre Se e S, pois esses elementos competem pelos sítios de absorção 
nas vias metabólicas das plantas.57 No que diz respeito a nutrição humana, também 
são verificadas reações antagônicas entre Zn e Cu, onde o excesso de Zn pode 
diminuir a absorção do Cu63 e a deficiência de Cu pode interferir adversamente na 
transformação do Fe(II) para Fe(III), comprometendo a síntese de hemoglobina no 
organismo humano.63,64   
Adicionalmente, como indicado para o Fe e o Se, espécies químicas distintas de 
um mesmo elemento químico seguem em geral caminhos metabólicos distintos.13 A 
determinação das diferentes formas químicas dos elementos adicionados ao meio de 
cultivo pode resultar em informações sobre a absorção, translocação e 
subsequentemente a especiação química poderá estimar a biodisponibilidade 
elementar14,15 e o conhecimento das espécies capazes de serem absorvidas pelas 






2.5. Especiação química elementar 
 
A especiação química envolve a separação e a determinação das formas ou 
espécies químicas de um elemento. Segundo a IUPAC (do inglês, International Union 
for Pure and Applied Chemistry), a análise de especiação química de um elemento é 
definida como a determinação de uma forma específica do elemento em um sistema, 
variando de acordo com o seu estado de oxidação, composição isotópica, estado 
eletrônico, complexos ou estrutura molecular.13 
Em procedimentos analíticos para a realização de estudos de especiação 
química algumas condições devem ser seguidas para uma análise bem-sucedida, 
principalmente nas etapas de amostragem, armazenamento e preparação das 
amostras, no qual recomenda-se o uso de temperaturas de até -80°C para estocagens 
das amostras por um longo período ou -4 °C para períodos mais curtos.13 O 
fracionamento e a determinação devem ser feitos combinando/acoplando sistemas, 
os quais têm-se inicialmente a separação seguida da detecção seletiva propriamente 
dita (Figura 3). 
 
Figura 3 – Diagrama representativo das principais técnicas de separação e detecção usadas para a 












Fonte: Naozuka, 2008, p. 9, adaptado.  
 



















As técnicas de separação baseiam-se nas diferentes propriedades de espécies 
químicas, que incluem tamanho, afinidade, carga e hidrofobicidade. Detectores 
sensíveis e seletivos para a determinação dos elementos fornecem informações sobre 
as diferentes formas de um elemento na amostra.13,65 O diagrama representativo 
apresentado na Figura 3 indica alguns dos procedimentos de separação mais 
utilizados em estudos de especiação: eletroforese capilar, eletroforese em gel de 
poliacrilamida com dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE, do inglês Sodium Dodecyl 
Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) e extração.  
Em geral, antes das técnicas de separação, uma das etapas de pré-tratamento 
mais utilizadas consiste em realizar extrações com solventes apropriados. As 
proteínas podem ser separadas e classificadas em diferentes grupos proteicos de 
acordo com suas respectivas solubilidades em água, solução salina (ex: NaCl), 
soluções alcoólicas (ex: 70 – 80 % (v v-1) etanol) e soluções ácidas ou alcalinas (ex: 
NaOH), para a separação de albuminas, globulinas, prolaminas e glutelínas, 
respectivamente.66 Porém, a solubilidade de proteínas pode alterar de acordo com a 
força iônica, o pH, a constante dielétrica do solvente e a temperatura, assim como, 
com a composição dos aminoácidos ácidos (ex: aspartil e glutamil) e básicos (ex: 
histidil, arginil e lisil), que poderão alterar o arranjo de cargas nas moléculas, e as 
partes não proteicas (ex: lipídios, carboidratos e fosfatos) que também alteram a 
solubilidade de proteínas.66  
Leguminosas são constituídas por aproximadamente 70 % de globulinas, 10 a 
20 % de albuminas, 10 a 20 % de glutelínas e uma pequena fração de prolaminas, 
sendo a globulina a proteína predominante no feijão da espécie Phaseolus, 
correspondendo de 34 a 81 % e as albuminas de 12 a 52 % da proteína total da 
semente.66  
Portanto, para o fracionamento de proteínas em amostras de brotos de feijão 
pode-se propor métodos para extração sequencial com extratores específicos, a partir 
de seus respectivos pontos isoelétricos.  
Após as etapas de separação, a detecção elementar pode ser realizada por 
técnicas espectrométricas. A determinação elementar em alimentos requer o emprego 
de técnicas espectroanalíticas, entre as quais destacam-se a espectrometria de 
absorção atômica com atomização eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS), 
espectrometria de absorção atômica com chama (F AAS), espectrometria de massas 
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com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de emissão óptica 
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). 
Entre as técnicas de espectrometria de absorção atômica, F AAS é a mais 
empregada para a determinação elementar em alimentos devido a sua simplicidade, 
efetividade e custo relativamente baixo.67 Entretanto, os atomizadores eletrotérmicos, 
como a GF AAS, oferecem simultaneamente as vantagens de um maior tempo de 
residência dos átomos no caminho óptico, menor volume de observação quando 
comparado ao atomizador com chama e maior sensibilidade, podendo atingir níveis 
de ng L-1 e μg L-1 devido a eficiente atomização da amostra sob altas temperaturas. 
Além disso, a GF AAS torna-se atrativa devido ao uso de pequenas quantidades de 
amostras e a alíquota selecionada ser totalmente transferida para o atomizador, 
contrariamente ao que ocorre em sistemas com introdução de amostra por 
nebulização pneumática.68 Existe também a possibilidade de realizar o pré-tratamento 
térmico da amostra in situ durante a etapa de pirólise, sendo essa uma das 
características mais importantes do GF AAS que permite a eliminação dos 
concomitantes orgânicos e inorgânicos da matriz69, porém, a baixa frequência 
analítica e menor faixa linear de trabalho quando comparada a ICP OES, assim como 
a deterioração do tubo de grafite e a capacidade de análise monoelementar são 
limitações da GF AAS. 
Devido a sua característica multielementar, a ICP OES e a ICP-MS possuem as 
maiores frequências analíticas, com capacidade para determinações de até 40 
elementos simultaneamente.70 Dentre estas, a ICP OES tem sido largamente 
empregada na determinação de elementos traço em alimentos apresentando baixos 
limites de detecção, ampla faixa linear de trabalho e a possibilidade de determinações 
multielementares simultâneas, além de apresentar custo de operação/manutenção 
bastante reduzidos quando comparada com a técnica de ICP-MS.67 
Na ICP OES, o plasma fornece energia para atomização, ionização e excitação 
de átomos e/ou íons e baseia-se na intensidade da radiação emitida, em um 
determinado comprimento de onda, pelo átomo ou íon excitado ao retornar ao seu 
estado fundamental.67 Em geral, a introdução da amostra ocorre via nebulização e a 
atomização ocorre em um ambiente quimicamente inerte com temperaturas variando 
entre 5000 e 10000 K, possibilitando assim maior eficiência de atomização, ionização 
e excitação. A técnica de ICP OES apresenta pouca tolerância a solventes orgânicos 
e baixo nível de interferências químicas ou de ionização, quando comparada a F AAS. 
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No plasma, as temperaturas mais elevadas, a estabilidade e o ambiente quimicamente 
inerte da atmosfera de argônio eliminam a maioria das interferências encontradas nas 
análises por F AAS. 71,72 
De maneira geral, antes dos estudos de especiação química utiliza-se métodos 
estabelecidos para determinação da concentração total, os quais requerem que a 
amostra sólida seja convertida a solução aquosa, de modo que os elementos de 
interesse estejam em uma forma inorgânica livre possibilitando a determinação 
elementar total por técnicas espectrométricas e, após a especiação química, a 
quantificação do fracionamento de uma ou mais espécies químicas em relação a 
concentração total. Para tanto, as amostras são previamente submetidas a digestão 
ácida em forno de micro-ondas com cavidade ou fechado, no qual normalmente 
emprega-se ácidos, tais como o ácido nítrico (HNO3), ácido clorídrico (HCl), ácido 
perclórico (HClO4) e o ácido sulfúrico (H2SO4) que podem estar sozinhos ou 
combinados entre si e com o peróxido de hidrogênio (H2O2), ocorrendo assim a 
oxidação da matriz orgânica.73 O HNO3 é largamente empregado na dissolução de 
metais, ligas metálicas e materiais biológicos, sendo esse o agente oxidante mais 
utilizado na digestão de amostras orgânicas, liberando os elementos na forma de 
nitratos solúveis. 
Nas digestões com micro-ondas em recipientes fechados aproveita-se o efeito 
de altas temperaturas para auxiliar na decomposição da amostra, além da 
minimização de perdas de analitos por volatilização, minimização dos riscos de 
contaminação e menor consumo de reagentes. A adição de moléculas de água ao 
sistema micro-ondas é relevante devido à alta capacidade calorífica da água, 
facilitando o aquecimento, além de prevenir a formação de sais insolúveis, que 
poderiam ser formados ao utilizar HNO3 concentrado. Adicionalmente, procedimentos 
que envolvem o emprego dos ácidos diluídos no preparo de amostra por digestão em 
sistemas fechados, além de contribuírem para a redução na utilização de ácidos na 
digestão das amostras, melhoram os limites de detecção, custo de análise e resíduos, 
bem como proporcionam maior segurança ao analista.77,78 Além do HNO3, o H2O2    
(30 % (m v-1)) é normalmente utilizado como agente oxidante auxiliar durante a 
digestão assistida por radiação micro-ondas. O aumento de pressão dentro do frasco 
de reação promove a elevação do ponto de ebulição da mistura de decomposição 
ácida e a elevação de seu potencial oxidante, sendo as reações de oxidação 
favorecidas e mais rápidas nessas condições. Nas digestões empregando ácidos 
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diluídos tem-se a oxidação dos compostos orgânicos da amostra pela ação do HNO3 
e ocorre a formação de NO gasoso. O NO é removido do meio reacional aquecido e 
reage com O2 presente na fase gasosa do frasco de reação (reação 1). O NO2 é 
gerado e reabsorvido na solução, resultando na formação de NO3- e NO (reação 2 e 
3), sendo que o ciclo de reações se repete, até que não haja a presença de O2 na fase 
gasosa do sistema.73 
 
2NO + O2  2NO2                                                                                                      (1) 
2NO2 + H2O  HNO3 + HNO2                                                                                   (2) 
HNO2  H2O + NO2 + NO                                                                                         (3) 
 
É importante salientar que estudos de especiação química também levam a 
informações sobre bioacessibilidade e, até mesmo a biodisponibilidade elementar. 
Sendo assim, além da determinação da concentração total, estudos de especiação 
química e biodisponibilidade do Fe e Se devem ser realizados após o procedimento 
de enriquecimento. Desta forma, é essencial o estabelecimento de métodos analíticos 
para avaliação do enriquecimento de brotos de feijão azuki na concentração total de 
Fe e Se, na distribuição de metaloproteínas e na distribuição de espécies solúveis e 
inorgânicas de Fe e distribuição de espécies orgânicas e inorgânicas de Se, através 
de procedimentos de extração e reações de derivatização (precipitação, redução e 
complexação). Portanto, as técnicas espectrométricas aliadas aos procedimentos de 
extração, fracionamento e reações de derivatização química podem auxiliar os 
estudos de especiação química. 
 
2.5.1. Espécies solúveis e inorgânicas de Fe 
 
A absorção de Fe-heme é mais eficiente (15 %) do que a de Fe não-heme          
(<5 %). No caso das espécies inorgânicas de Fe, o íon Fe(II) é solúvel em condições 
fisiológicas e difunde-se livremente através das membranas, enquanto que o Fe(III) é 
menos absorvido e é mais propenso à hidrólise em sistemas biológicos. Quando há 
espécies de Fe(III), sua absorção em quelatos de células eucarióticas envolve 
dissociação do complexo seguido pela redução e transporte de Fe(II).30 Nos alimentos 
de origem vegetal o Fe não-heme pode ser encontrado como espécies inorgânicas de 
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Fe(II) ou Fe(III), onde a biodisponibilidade do Fe(II) é maior do que a de Fe(III), porque 
o último é menos solúvel no lúmen intestinal.79 
Quinteros et al.79 realizaram estudos de especiação química, visando a 
determinação de Fe solúvel e suas espécies inorgânicas em amostras de feijão, grão 
de bico e lentilhas por espectrometria de absorção molecular na região do UV-vis, 
após reação de complexação com batofenantrolina (BPS, C24H16N2) apresentada na 
reação 4. 
 
Fe2+ + 3BPS  [Fe(BPS)3]2+                                                                     (4) 
 
As amostras foram submetidas à extração com água e após a obtenção do 
sobrenadante turvo foi adicionado um reagente precipitante (ácido clorídrico, ácido 
tricloroacético e hidroxilamina) seguida de aquecimento em banho termostático para 
que as macromoléculas fossem precipitadas com a adição do ácido tricloroacético e 
as espécies solúveis de Fe reduzidas a Fe(II) com a adição da hidroxilamina, como 
apresentado na reação 5. 
 
4Fe3+ + 2NH3OH+ ⇌ 4Fe2+ + N2O + 6H+ + H2O                                                         (5) 
 
Outro estudo de especiação química de Fe em alimentos foi realizado por 
Cámara et al.80, que descreveram um método para especiação de Fe heme e não-
heme (Fe(II) e Fe(III)) por espectrometria de absorção molecular no UV-vis após 
reação de complexação com BPS (reação 4). O estudo foi realizado em merendas de 
escolas na Espanha, analisando treze combinações alimentares, entre elas uma 
contendo leguminosas como principal ingrediente, no qual a especiação de Fe nas 
diferentes amostras foi realizada apenas na fração solúvel obtida após o procedimento 
de digestão simulada in vitro. Na determinação de espécies inorgânicas total de Fe, 
as amostras foram submetidas a extração com água, ao sobrenadante foi adicionado 
nitrito de sódio como inibidor anódico e para estabilizar o Fe ligado ao anel porfirinico 
do grupo heme, solução de ácido tricloroacético, ácido clorídrico e hidrocloridrato de 
hidroxilamina. As misturas foram incubadas a 100 ºC por 10 min, levando à 
precipitação das macromoléculas, devido a ação do ácido tricloroacético. Neste 
procedimento as espécies solúveis de Fe foram reduzidas a Fe(II), de acordo com a 
reação 2, obtendo-se assim o Fe inorgânico total. O mesmo procedimento foi realizado 
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sem a adição de hidrocloridrato de hidroxilamina para a quantificação de espécies de 
Fe(II), possibilitando assim a determinação de Fe(II). 
Resumindo, em ambos os estudos a quantificação do Fe(II) foi realizada por 
espectrometria de absorção molecular após reação de complexação com BPS em 
comprimento de onda de 533 nm.79,80 A especiação foi feita nos dois sobrenadantes, 
extrato aquoso e extrato após redução, obtendo-se a concentração de Fe(II) e Fe 
inorgânico total, respectivamente. A diferença entre as concentrações de Fe 
inorgânico total e Fe(II) forneceu a concentração de Fe(III).  
Oliveira e Naozuka29 estudaram o efeito do cozimento de diferentes variedades 
de feijão (Phaseolus vulgaris L.) na distribuição de Fe solúvel e inorgânico através de 
reações de derivatização e determinação por GF AAS. As amostras foram submetidas 
a extração com água, obtendo-se assim as espécies solúveis de Fe. Para o estudo da 
distribuição das espécies inorgânicas, inicialmente adicionou-se um reagente 
precipitante contendo ácido clorídrico e ácido tricloroacético, permitindo assim a 
precipitação de macromoléculas presentes nesse extrato aquoso assim como o Fe 
associado a essas macromoléculas. A análise do sobrenadante forneceu a 
concentração de espécies de Fe solúveis não associadas a macromoléculas. O 
mesmo procedimento foi aplicado utilizando um segundo reagente precipitante 
contendo ácido clorídrico, ácido tricloroacético e hidroxilamina, favorecendo além da 
precipitação de macromoléculas pela ação do ácido tricloroacético, a redução de 
Fe(III) a Fe(II) pela ação da hidroxilamina (reação 2) para que as espécies de Fe 
inorgânico total presentes na amostra fossem reduzidas a Fe(II). Devido a formação 
de complexos insolúveis de Fe(II) com fatores antinutricionais presentes na matriz, foi 
possível promover também a precipitação do Fe inorgânico total após adição da 
hidroxilamina ao reagente precipitante. Desta forma, a subtração da concentração de 
Fe no sobrenadante obtido após a adição do reagente precipitante na presença de 
hidroxilamina da concentração de Fe no sobrenadante após a adição do reagente 
precipitante na ausência de hidroxilamina forneceu a concentração do Fe inorgânico 
total.  
 
2.5.2. Espécies orgânicas e inorgânicas de Se 
 
Apesar da faixa entre a ingestão apropriada e tóxica de Se ser estreita, a 
biodisponibilidade, reatividade e toxicidade para o organismo humano dependem da 
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concentração e a forma química do elemento, sendo as formas inorgânicas mais 
tóxicas e menos biodisponíveis para os seres humanos quando comparadas as 
formas orgânicas de Se.39 
Procedimentos envolvendo derivatização, pré-concentração, extração seletiva e 
determinação elementar tornam-se atrativos para a especiação química de Se em 
diversas amostras complexas, principalmente alimentos. Dentre os procedimentos da 
literatura, a extração por ponto nuvem (CPE, do inglês cloud point extraction) merece 
destaque. Estudos envolvendo a CPE como técnicas de extração antes da 
determinação elementar tem sido desenvolvidos para Mn81, Sb82, Cr83, As84, Se85-88, 
entre outros. 
A CPE baseia-se na capacidade de surfactantes não-iônicos formarem micelas 
em solução aquosa e quando a solução micelar atinge uma determinada temperatura 
conhecida como temperatura do ponto nuvem separa-se em duas fases, sendo uma 
fase de volume pequeno e rica em surfactante e outra fase aquosa diluída pobre em 
surfactante. Adicionalmente, o pequeno volume da fase rica em surfactante obtido 
torna o procedimento de extração simples, barato, altamente eficiente, rápido e menos 
prejudicial ao meio ambiente quando comparados com as extrações líquido-líquido 
tradicionais utilizando solventes orgânicos. Sendo assim, pode-se combinar a 
extração seletiva na fase rica em surfactante de diferentes espécies de Se, após 
reações de derivatização, e os benefícios associados a pré-concentração de Se por 
CPE, com a capacidade de utilizar pequenas quantidades de amostras e a alta 
detectabilidade da GF AAS.87 
Sun et al.87 realizaram estudos de especiação química de Se orgânico e 
inorgânico em amostras de arroz enriquecido e determinação por GF AAS após 
extração por ponto nuvem. Nesse estudo aplicou-se um método de separação efetiva 
das espécies de Se orgânico e inorgânico por extração sequencial utilizando água e 
ciclohexano, no qual inicialmente foi realizada uma extração com água adicionada as 
amostras, e após sonicação e centrifugação adicionou-se ciclohexano ao extrato 
aquoso obtido. Através da extração líquido-líquido obteve-se as espécies de Se 
inorgânico na fase aquosa. A fase contendo as espécies inorgânicas de Se foi 
submetida ao procedimento de pré-concentração por CPE utilizando Triton X-114 
como o surfactante não-iônico, simultaneamente a separação das espécies de Se 
através da complexação de Se(IV) com ditizona e afinidade do complexo formado pela 
fase rica em surfactante formada após atingir a temperatura do ponto nuvem. 
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2.6. Estudos de biodisponibilidade e bioacessibilidade elementar 
 
No organismo humano, apenas uma fração dos elementos ingeridos serão 
absorvidos, sendo assim deve-se considerar a bioacessibilidade e biodisponibilidade 
elementar. Portanto, em um enriquecimento eficaz de alimentos, os elementos 
essenciais devem ser liberados de suas matrizes, ser solúvel no trato gastrointestinal 
humano e, em seguida, absorvidos para exercer suas respectivas funções 
fisiológicas.89 
A biodisponibilidade de um elemento é definida como a fração do elemento 
ingerido que apresenta potencial para suprir demandas fisiológicas em tecidos alvo.63 
Nos estudos de biodisponibilidade deve-se considerar três aspectos: bioconversão 
(proporção do nutriente ingerido que estará biodisponível para a conversão em sua 
forma ativa), bioeficácia (eficiência com a qual os nutrientes ingeridos são absorvidos 
e convertidos em sua forma ativa) e bioeficiência (proporção da forma ativa convertida 
do nutriente absorvido que atingirá o tecido alvo).90 
Na determinação da biodisponibilidade de nutrientes, utilizam-se métodos que 
têm como objetivo quantificar a porcentagem do nutriente ingerido que tem potencial 
de suprir as demandas fisiológicas do organismo. Métodos in vivo são utilizados para 
estimar a biodisponibilidade de nutrientes, tais como balanço químico, depleção 
seguida de repleção, uso de isótopos radioativos e estáveis.90 
Os estudos in vivo possuem um custo mais elevado, podem ser limitados por 
problemas éticos, além de estarem sujeitos a diversos fatores externos como 
alimentação, saúde, genética e idade do indivíduo.91,92 Interações entre nutrientes e a 
possível influência dos demais componentes dos alimentos numa refeição ou dieta 
podem alterar a biodisponibilidade de alguns elementos. Estudos indicam uma 
possível competição pelos sítios de absorção entre o Fe e Zn, no qual verificou-se 
uma queda nos níveis de hematócrito e ferritina sérica em mulheres após ingestão de 
50 mg dia-1 de Zn, portanto o excesso de Zn também pode influenciar a absorção de 
Fe.91 Dietas ricas em Ca podem diminuir a disponibilidade do Fe não-heme e de Zn, 
uma vez que o complexo formado pode afetar negativamente o balanço de Zn no 
organismo.64 Outra interação está relacionada ao excesso de Zn que pode diminuir a 
absorção do Cu.63 A deficiência de Cu pode interferir adversamente na transformação 
do Fe(II) para Fe(III), comprometendo a síntese de hemoglobina.64,63  
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Métodos in vitro fornecem informações sobre a bioacessibilidade elementar89,93-
95, os quais quantificam a fração solúvel ou dialisável do elemento podendo auxiliar 
testes in vivo.63,64 O modelo proposto pela United States Pharmacopeia96 é um dos 
mais aceitos e empregados no que diz respeito à digestão simulada in vitro. Nesse 
procedimento são simuladas as duas principais etapas da digestão humana: a 
digestão gástrica e a intestinal. Para simular os fluidos liberados no estômago são 
utilizadas soluções contendo ácido clorídrico e pepsina, e posteriormente os fluidos 
liberados no intestino utilizando soluções contendo pancreatina e sais biliares.92,97 Os 
sobrenadantes das digestões simuladas podem fornecer informações sobre 
solubilidade dos elementos, uma vez que esses podem ser absorvidos pelo organismo 
com mais facilidade. Uma etapa de diálise com membrana de celulose pode ser 
utilizada para simular o fluxo dos elementos pelas paredes celulares, avaliando assim 
a bioacessibilidade elementar.98  
Sahuquillo et al.99 estudaram a bioacessibilidade de Ca, Fe e Zn em três 
amostras de leguminosas (feijão branco, grão de bico e lentilha). Através do método 
de digestão gastrointestinal simulada in vitro estimou-se a biodisponibilidade 
elementar avaliando a fração solúvel (bioacessível) e insolúvel de cada elemento. Os 
resultados obtidos mostram que, entre as leguminosas estudadas, os feijões brancos 
são as que possuem maior concentração de Ca e Fe bioacessível.  
Os métodos de bioacessibilidade elementar também podem ser empregados na 
determinação de frações bioacessíveis em alimentos germinados. Luo et al.100 
avaliaram os efeitos da germinação e cozimento no aumento da bioacessibilidade de 
Fe, Ca e Zn em brotos dos feijões fava, azuki e mungo através de métodos de digestão 
simulada in vitro. O estudo concluiu que os períodos de germinação mais longos, 
sendo 60, 24 e 20 hrs para os feijões fava, azuki e mungo, respectivamente, seguido 












O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do enriquecimento de brotos de 
feijão azuki com Fe e Se, na translocação e competição elementar, associação de Fe 
e Se a proteínas, distribuição de espécies de Fe (solúvel e inorgânico) e Se (orgânico 
























Os procedimentos de agitação foram feitos em mesa agitadora (modelo 0225M, 
Quimis, Brasil) e para separação de fases utilizou-se uma centrífuga (modelo 
Q222T108, Quimis, Brasil).  
Na preparação preliminar das amostras de grãos não germinados, as sementes 
foram lavadas e secas em estufa (modelo 515, FANEM, Brasil) até massa constante. 
O procedimento de secagem das diferentes partes do broto (raiz, cotilédone e caule) 
foi realizado em um liofilizador E-C Micro Módulo (Thermo, Alemanha) até massa 
constante. 
As amostras foram submetidas à digestão ácida em um forno de micro-ondas 
com cavidade (Multiwave 3000, Anton Paar, Áustria) equipado com 16 frascos 
reacionais de fluoropolímero e um frasco de cerâmica para a determinação elementar 
total.  
Um banho termostático (modelo Q226M3, Quimis, Brasil) foi utilizado para a 
digestão gastrointestinal simulada e para o procedimento de especiação química. Um 
banho ultrassônico (modelo 75 D VWR Scientific Instruments, Acqua Sonic, E.U.A.) 
foi também utilizado para o estudo de especiação de Se.  
Um espectrômetro de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 
(modelo iCAP 6300 Duo, Thermo Fisher Scientific, Inglaterra), com vista axial e radial, 
detector simultâneo CID, com intervalo de trabalho de 166,25 a 847,0 nm, 
policromador Echelle e fonte de radiofrequência de 27 MHz, que permite o ajuste da 
potência aplicada de 750 a 1350 W, foi utilizado para determinação elementar. O gás 
utilizado para purgar a óptica, permitir a escolha de linhas de emissão na região 
ultravioleta e para formar/estabilizar o plasma foi o argônio, com pureza 99,998%         
(v v-1) (Oxilúmen, Brasil). 
Um espectrômetro de absorção atômica com atomização em forno de grafite da 
AnalytikJena AG (modelo AAS ZEEnit 60), com lâmpada de catodo oco de Se (λ = 
196,0 mm, I = 4 mA e fenda = 0,8 nm), tubo de grafite com aquecimento transversal e 
corretor de radiação de fundo baseado no efeito Zeeman variável foi utilizado para a 




Um espectrofotômetro de absorção molecular UV-vis (Ultrospec 2100 Pro 
spectrophotometer, Inglaterra) equipado com uma lâmpada de xenônio e comprimento 
de onda variável de 190-900 nm foi utilizado para a otimização da extração proteica e 
determinação da concentração total de proteínas nos extratos. 
 
4.2. Amostras e reagentes 
 
Os grãos de feijão azuki (Vigna angularis) foram adquiridos em comércio local 
da cidade de São Paulo e, de acordo com o fabricante, os grãos foram produzidos no 
Brasil. 
Para avaliar a exatidão do método de determinação dos elementos por ICP OES 
foi utilizado um material de referência certificado (CRM) de folhas de pêssego, Peach 
Leaves (SRM 1547) do National Institute of Standards and Technology (NIST, EUA).  
Todas as soluções foram preparadas empregando-se água desionizada 
proveniente de um sistema de purificação de água Mili-Q (Milipore, EUA). Ácido nítrico 
(Merck, Alemanha) a 65 % (v v-1) e H2O2 (Merck, Alemanha) a 30 % (v v-1) foram 
usados para a digestão das amostras em forno de micro-ondas.  
Clorofórmio e metanol (2:1 (v v-1)), acetona 75 % (v v-1), NaOH, etanol e NaCl 
(Merck, Alemanha) foram utilizados na extração sequencial dos diferentes tipos de 
proteínas. Para a otimização da extração proteica e quantificação da concentração 
total de proteínas, o reagente de Bradford (BioAgency, Brasil) foi diluído 5 vezes em 
água desionizada antes de ser utilizado. A curva analítica para a quantificação de 
proteínas nos extratos foi preparada com solução estoque de 0,2 mg mL-1 albumina 
(BioAgency, Brasil).  
Solução estoque contendo 1000 mg L-1 de Ca (CaCl2), Cu (CuCl2), Fe (FeCl3), K 
(KCl), Mg (MgCl2), P (H3PO4), S (H2SO4), Se (SeO2) e Zn (ZnCl2) Tritisol (Merck, 
Alemanha) foram utilizadas para a preparação das soluções analíticas de referência 
com adequadas diluições em meio de 0,1 % (v v-1) de HNO3 para a quantificação de 
Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn por ICP OES. 
Solução padrão contendo 1000 mg L-1 de Se (SeO2) ou 1000 mg L-1 de Fe (FeCl3) 
Tritisol (Merck, Alemanha) foi utilizada para a preparação das soluções analíticas de 
referências com adequadas diluições em meio de 0,1 % v v-1 de HNO3 para a 
quantificação de Se e Fe nos extratos proteicos por GF AAS. No preparo do 
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modificador químico para a quantificação de Se por GF AAS, foram utilizadas soluções 
de 20 g L-1 de Pd(NO3) e 10 g L-1 Mg(NO3)2 (Merck, Alemanha). 
Para a assepsia das sementes utilizou-se NaClO (Sigma Aldrich, EUA). Sais de 
Se (Na2SeO3 (Merck, Alemanha) ou Na2SeO4 (Sigma Aldrich, EUA)) e NaFe(III)-EDTA 
(ácido etilenodiaminotetraacético de sódio férrico) (Sigma Aldrich, EUA)) foram 
usados no procedimento de enriquecimento.  
Os fluidos gástrico e intestinal foram preparados utilizando NaCl (Merck, 
Alemanha), pepsina (Sigma Aldrich, E.U.A), HCl (Merck, Alemanha), NaHCO3 
(Reagen, Brasil), K2HPO4 (Synth, Brasil), NaOH (Merck, Alemanha), pancreatina 
(Sigma Aldrich, E.U.A) e sais biliares (Sigma Aldrich, E.U.A). Uma solução de                  
3 % (m v-1) NaHCO3 (Reagen, Brasil) foi utilizada para ajustar o pH. Para o 
procedimento de diálise utilizou-se membranas de éster de celulose (Sigma Aldrich, 
E.U.A) com porosidade 12,4 kDa. Para o tratamento das membranas foram utilizadas 
soluções de 0,3 % (m v-1) Na2S (Merck, Alemanha) e 0,2 % (v v-1) H2SO4 (Merck, 
Alemanha). 
No estudo de especiação de Fe solúvel, foram preparadas duas soluções de 
precipitação, a primeira misturando-se 25 g de ácido tricloroacético (Merck, 
Alemanha), 25 g de cloridrato de hidroxilamina (Merck, Alemanha) e 25 mL de ácido 
clorídrico (Synth, Brasil), e a segunda misturando-se 25 g de ácido tricloroacético 
(Merck, Alemanha) e 25 mL de ácido clorídrico (Synth, Brasil), ambas com um volume 
final de 250 mL, completado com água desionizada. Solução estoque contendo     
1000 mg L-1 de Fe (FeCl3) Tritisol (Merck, Alemanha) foi utilizada para a preparação 
das soluções analíticas de referências com adequadas diluições em meio de 0,1 % (v 
v-1) de HNO3. 
No estudo de especiação de Se utilizou-se o surfactante não-iônico Triton X-114 
(Sigma Aldrich, E.U.A). A solução de 2 mmol L-1 ditizona (Merck, Alemanha) foi 
preparada em acetona (Merck, Alemanha). Solução de 10 % (v v-1) etanol (Merck, 
Alemanha) contendo 0,1 mol L-1 HNO3 foi utilizada na diluição da fase rica em 
surfactante e Na2SeO3 (Merck, Alemanha), Na2SeO4 (Sigma Aldrich, E.U.A.), 
selenometionina (Sigma Aldrich, E.U.A.), NaOH (Merck, Alemanha) e HCl (Merck, 
Alemanha) foram utilizados para a otimização do procedimento de CPE. Solução 
padrão contendo 1000 mg L-1 de Se (SeO2) Tritisol (Merck, Alemanha) foi utilizada 
para a preparação das soluções analíticas de referência, após diluição em                    
0,1 % (v v-1) HNO3, 5 % (v v-1) Triton X-114 e 5 % (v v-1) Triton X-114 contendo                  
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2 mmol L-1 de ditizona para a determinação de Se por GF AAS nas diferentes fases 
obtidas na CPE. 
 
4.3. Procedimento experimental 
 
4.3.1. Grãos  
 
Para a determinação elementar no feijão azuki utilizado para a produção dos 
brotos, os grãos foram escolhidos, lavados em água desionizada e deixados em estufa 
a 60 °C até massa constante para que os resultados fossem obtidos em massa seca. 
Os grãos foram moídos com o auxílio de um almofariz e pistilo após congelamento da 
amostra com nitrogênio líquido, foram armazenados em tubos de polipropileno e 
mantidos congelados a -4 °C, sendo posteriormente submetidos aos procedimentos 
de digestão ácida e o digerido foi analisado por ICP OES. 
 
4.3.2. Cultivo dos brotos de feijão 
 
Para o cultivo dos brotos de feijão azuki, os grãos foram escolhidos e realizou-
se a assepsia em 10 % (v v-1) NaClO por 5 min101, lavou-se com água desionizada e 
as sementes foram imersas em água desionizada por um período de 24 hrs para 
promover a quebra de dormência.102 Os grãos (~5 g) foram semeados à temperatura 
ambiente, no interior de recipientes de vidro descontaminados com 10% (v v-1) HNO3 
por 24 hrs, contendo algodão hidrófilo (~3 g) umedecido. Os recipientes de cultivo 
foram armazenados em estufa no sistema “greenhouse” a temperatura ambiente, na 
ausência de luz e durante a germinação o algodão foi umedecido com água 
desionizada (~20 mL) a cada 24 hrs, sendo 13 dias o período total de germinação. 
Cultivou-se brotos sem a adição de Fe e Se, denominado grupo controle, e 
brotos em meio de cultivo enriquecido. Para a produção de brotos enriquecidos foram 
avaliados diferentes sais de Fe (FeCl3.6H2O, FeSO4.7H2O e NaFe(III)EDTA) e de Se 
(Na2SeO3 e Na2SeO4), os quais foram adicionados separadamente a diferentes meios 
de cultivo: Fe (FeCl3: 500 e 1000 µg; FeSO4: 500 e 1000 µg e Fe(III)-EDTA: 500, 1000, 
2000 e 3000 µg) e Se (Se(VI): 100, 250, 500 e 1000 µg e Se(IV): 100 e 250 µg). Para 
a avaliação da competição elementar (Fe com Se(VI) e Se(IV) com Se(VI)) fez-se o  
enriquecimento adicionando ao meio de cultivo 100 µg de Se(VI) + 3000 µg de Fe 
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(Fe(III)EDTA) e 100 µg de Se(IV) + 100 µg de Se(VI), respectivamente. Após os brotos 
serem colhidos e lavados com água desionizada, as diferentes partes da planta (raiz, 
cotilédone e caule) foram separadas, secas por liofilização e submetidas a moagem 
com o auxílio de um almofariz e pistilo após congelamento da amostra com nitrogênio 
líquido. As diferentes partes da planta foram armazenados em tubos de polipropileno 
e mantidos congeladas a -4 °C, sendo posteriormente submetidas aos procedimentos 
de digestão ácida para a determinação elementar por ICP OES, procedimentos de 
extração para a otimização e análise da distribuição proteica, estudos de 
bioacessibilidade e especiação química de Se e Fe. 
 
4.3.3. Digestão ácida das amostras 
 
Para a determinação elementar por ICP OES, as amostras (grãos e as diferentes 
partes da planta (raiz, caule e cotilédone)) foram submetidas à digestão ácida em forno 
de micro-ondas com cavidade, usando massa de amostra de 200 mg e mistura 
oxidante diluída (2 mL HNO3 + 1 mL H2O2 + 3 mL H2O).78 
O programa de aquecimento consistia de 3 etapas (temperatura (°C), rampa 
(min) e patamar (min)): 1 (140, 5, 1), 2 (180, 4, 5) e 3 (200, 4, 10). Após a terceira 
etapa, o resfriamento do sistema foi feito por ventilação forçada durante 20 min. Após 
a digestão, as soluções foram avolumadas para 10 mL, com água desionizada.  
O material de referência certificado de folhas de pêssego, Peach Leaves (SRM 
1547), foi submetido ao mesmo procedimento de digestão ácida com o intuito de 
verificar a exatidão do método. 
 
4.3.4. Determinação de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn por ICP OES 
 
Inicialmente o método foi otimizado, visando estabelecer uma condição robusta 
de operação do ICP OES, permitindo que o método resista a variações na composição 
da matriz.103 Sendo assim, determinou-se a razão das intensidades de uma linha de 
emissão iônica (280,270 nm) e uma linha de emissão atômica (285,213 nm) de uma 
solução aquosa de 1,0 mg L-1 de magnésio (MgII/MgI), permitindo avaliar a eficiência 
da atomização e ionização, ou seja, a robustez do método. A razão (Mg II/ Mg I) deve 
ser multiplicada por um fator ε, calculado a partir da razão dos valores de sinais de 
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fundo (Sx), nos dois comprimentos de onda (Sfundo285,213/Sfundo180,270), corrigindo assim 
desvios da óptica.104 
Desta forma, as condições instrumentais foram otimizadas de modo a obter-se 
o maior valor para a razão MgII/MgI. Os parâmetros instrumentais otimizados foram a 
potência da fonte de radiofrequência, o fluxo de gás de nebulização para auxiliar no 
tempo de residência da amostra no interior do plasma e o fluxo de gás auxiliar com o 
intuito de aumentar a transferência de energia do plasma para os analitos, outros 
parâmetros instrumentais tais como o fluxo de gás externo foram mantidos de acordo 
com as condições sugeridas pelo fabricante. Inicialmente variou-se a potência de 
radiofrequência aplicada (950 a 1300 W), mantendo-se o fluxo de gás auxiliar e de 
nebulização fixos em 1 L min-1 e 0,5 L min-1, respectivamente. O fluxo do gás auxiliar 
foi variado de 0,5 a 2,0 L min-1, mantendo-se a potência de radiofrequência em        
1250 W e o fluxo de gás de nebulização em 0,5 L min-1. Posteriormente, o fluxo do 
gás nebulização foi variado de 0,25 a 0,75 L min-1, mantendo o gás auxiliar 1 L min-1 
e a potência em 1250 W. As condições escolhidas foram as que geraram a maior 
razão MgII/MgI.105 
Em condições robustas, a escolha dos melhores comprimentos de onda, livres 
de interferências espectrais para a determinação elementar por ICP OES foi realizada 
a partir de varreduras, em um amplo intervalo de comprimento de onda, de solução 
da amostra e comparadas com as varreduras obtidas com a solução analítica de 
referência, uma solução multielementar contendo 224 (Ca); 3,2 (Cu); 160 (Fe); 160 
(K); 80 (Mg); 160 (P); 160 (S); 8 (Se) e 8 (Zn) mg L-1 preparada a partir das soluções 
estoque dos elementos de interesse em 0,1 % (v v-1) HNO3. A maior razão sinal ruído 
e a não sobreposição de linhas espectrais de outros elementos foram critérios para a 
escolha dos comprimentos de onda adequados. Posteriormente, fez-se a calibração 
do equipamento, a partir de diluições sucessivas da solução analítica de referência 
contendo Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn. 
Para avaliar as possíveis interferências de matriz na determinação elementar, 
teste de adição e recuperação foi feito, adicionando soluções analíticas às amostras 
das diferentes partes da planta (raiz, cotilédone e caule) digeridas: 56 (Ca), 0,8 (Cu), 
40 (Fe), 40 (K), 20 (Mg), 40 (P), 40 (S), 2 (Se) e 2 (Zn) mg L-1, no qual a adição dos 
analitos foi executada após o procedimento de digestão ácida para avaliar possíveis 
efeitos de interferências causados pela matriz na determinação elementar. 
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Após a otimização dos parâmetros instrumentais para a determinação elementar 
por ICP OES, os elementos de interesse nas amostras digeridas (grãos, raiz, 
cotilédone e caule) foram quantificados. 
 
4.3.5. Extração sequencial 
 
Nos procedimentos de extração a mistura entre o sólido e o extrator foi realizada 
em uma mesa agitadora, com rotação de 350 rpm por 30 min e a separação de fases 
após centrifugação a 4000 rpm por 10 min.  
Inicialmente, uma massa de 200 mg da parte comestível (caule) dos brotos de 
feijão do grupo controle, previamente moídos, foi submetida à extração de gordura 
com clorofórmio e metanol (3 mL, 2:1 (v v-1)), seguida da extração de polifenóis com 
solução de acetona (3 mL, 75% (v v-1)).106 Posteriormente, a amostra sem gordura e 
polifenóis foi submetida à extração sequencial, sob agitação, com os seguintes 
extratores: água desionizada (1 mL), NaCl (1 mL, 0,5 mol L-1), etanol (1 mL,                    
70 % (v v-1)) e, finalizada, com NaOH (1,5 mL, 0,5 mol L-1).66 Após a centrifugação, as 
proteínas foram quantificadas nos sobrenadantes pelo método de Bradford.66,107  
Para a otimização da extração dos grupos proteicos utilizou-se o caule do grupo 
controle e avaliou-se, univariadamente, os parâmetros: tempo de extração (15 min,  
30 min e 60 min), concentração do extrator (NaCl: 0,25, 0,5 e 1 mol L-1; etanol: 25, 50 
e 70 % (v v-1); e NaOH: 0,25, 0,5 e 1 mol L-1) e repetições de extrações usando o 
mesmo extrator.  
O tempo do procedimento de extração foi o primeiro parâmetro a ser otimizado, 
mantendo os demais parâmetros fixos: concentração dos extratores (0,5 mol L-1 NaCl, 
70 % (v v-1) etanol e 0,5 mol L-1 NaOH) e apenas 1 repetição em cada etapa de 
extração. Fixando o melhor tempo e repetindo a extração apenas uma vez, variou-se 
a concentração dos extratores. Analisando os extratos pelo método de Bradford107 foi 
possível escolher o tempo e as concentrações mais adequadas, a partir daqueles que 
apresentaram a maior concentração de proteínas extraídas. Por fim, no tempo e 
concentrações otimizadas, avaliou-se o número de extrações sucessivas (repetições 
com o mesmo extrator) necessárias para cada grupo proteico, os extratos foram 
analisados pelo método de Bradford107 até que as concentrações determinadas 
estivessem abaixo dos respectivos limites de detecção (LOD). 
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Por fim, uma massa de 200 mg do caule dos grupos controle ou dos brotos 
cultivados em meio enriquecido com 100 µg de Se(IV), 100 µg de Se(VI) ou 3000 µg 
de Fe (Fe(III)EDTA), previamente secos e moídos, foram submetidos à extração 
sequencial otimizada das proteínas. Após a centrifugação, as proteínas e o Fe e Se 
associado aos diferentes tipos de proteínas obtidas após a extração sequencial 
otimizada, foram quantificados nos sobrenadantes pelo método de Bradford66,107 e   
GF AAS, respectivamente. 
 
4.3.5.1. Determinação da concentração de proteínas: albumina, globulina, prolamina 
e glutelína 
 
A concentração total de proteínas em água, NaCl, etanol e NaOH foi determinada 
pelo método de Bradford em comprimento de onda de 595 nm.107  
A calibração do espectrofotômetro foi realizada a partir de diluições sucessivas 
da solução estoque em água desionizada obtendo-se soluções de 2, 4, 6, 8, 10 e        
12 µg de albumina em 1,0 mL do reagente de Bradford previamente diluído 5 vezes. 
As leituras das absorbâncias foram obtidas após deixar as soluções em repouso por 
5 min. As análises foram feitas após diluição apropriada das amostras em água 
desionizada, variando de 1 (albumina, globulina e prolamina) a 10 (glutelína) vezes. 
Os brancos analíticos também foram analisados em diluições apropriadas. 
 
4.3.5.2. Determinação da concentração de Fe e Se nas frações: água, NaCl, etanol e 
NaOH por GF AAS 
 
A determinação de Fe e Se nos sobrenadantes obtidos após o procedimento de 
extração sequencial foi realizada por GF AAS. O programa de aquecimento para a 
determinação de Fe29 e Se108 está apresentado na Tabela 1. 
Em função da alta concentração de Fe e Se nos brotos enriquecidos foi possível 
diluir as amostras, dependendo do extrato proteico, de 2 a 20 vezes e 2 a 100 vezes 
para Fe e Se, respectivamente. Para a quantificação de Se nas amostras, foi               
co-injetado 10 µL do modificador químico (5 µg Pd + 3 µg Mg) com 10 µL de amostra 
ou solução analítica no interior do tubo de grafite e para o Fe as análises foram 




Tabela 1 – Programa de aquecimento para determinação de Fe e Se por GF AAS nos extratos proteicos 
Programa de aquecimento para determinação de Fe e Se 
Etapa T (ºC) Rampa (ºC s-1) Patamar (s) Fluxo de Ar (L min-1) 
Secagem I 100 10 15 1 
Secagem II 130 10 20 1 
Pirólise 1200 100 20 1 
Atomização 2300 2300 5 0 
Limpeza 2500 1200 2 1 
 
Para a calibração foram utilizadas soluções analíticas de referência preparadas 
em 0,1 % (v v-1) HNO3, as concentrações variaram de 20 a 70 µg L-1 e 20 a                   
180 µg L-1 para o Fe e Se, respectivamente. 
Para avaliar possíveis interferências aplicou-se o teste de adição e recuperação, 
adicionando aos diferentes extratos (água, NaCl, etanol e NaOH) solução analítica de 
referência de 40 µg L-1 de Se ou 20 µg L-1 de Fe.  
 




Para a especiação do Fe solúvel e inorgânico foi utilizado o procedimento 
adaptado proposto por Oliveira e Naozuka.29 Inicialmente adicionou-se 15 mL de água 
desionizada a 400 mg da parte comestível (caule) dos brotos de feijão azuki, do grupo 
controle e os enriquecidos com Fe (3000 µg, FeEDTA). Após agitação por 5 min à 
temperatura ambiente, o conjunto foi transferido para tubos de polipropileno e 
centrifugado a 4000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi analisado por GF AAS, 
obtendo-se a concentração de Fe no extrato aquoso (Fe solúvel e Fe associado a 
macromoléculas). 
Adicionou-se 2,5 mL de um reagente precipitante (solução de ácido 
tricloroacético e ácido clorídrico) a 5 mL do sobrenadante turvo obtido após extração 
com água, promovendo a precipitação de macromoléculas.29,79 A mistura foi aquecida 
em banho termostático a 95 °C, centrifugada a 4000 rpm por 10 min e o sobrenadante 




Outro procedimento adotado foi acrescentar cloridrato de hidroxilamina ao 
reagente precipitante (ácido tricloroacético e ácido clorídrico). Novamente adicionou-
se 2,5 mL desse novo reagente precipitante (solução de ácido tricloroacético, 
hidroxilamina e ácido clorídrico) a 5 mL do extrato aquoso. A mistura foi aquecida em 
banho de água fervente por 10 min, centrifugada a 4000 rpm também por 10 min e o 
sobrenadante analisado por GF AAS. Esse procedimento foi feito com intuito de 
precipitar macromoléculas e promover a redução dos íons de Fe(III) a Fe(II). 
 
4.3.6.2. Determinação de Fe por GF AAS 
 
A determinação de Fe nos sobrenadantes obtidos foi feita por GF AAS e o 
programa de aquecimento de acordo com a Tabela 1. O volume de 10 µL das 
amostras ou soluções analíticas foi injetado no interior do tubo de grafite e nenhum 
modificador químico foi utilizado na determinação de Fe. A calibração do instrumento 
foi feita com soluções analíticas de referência de concentrações variando de 10 a       
80 µg L-1 em 0,1 % (v v-1) HNO3. Após a calibração, os sobrenadantes obtidos foram 
previamente diluídos 20 vezes com água desionizada antes de serem analisados.  
Para avaliar possíveis interferências de matriz na determinação elementar 
utilizou-se o teste de adição e recuperação. Para tanto, adicionou-se as amostras uma 
solução analítica de 20 µg L-1 de Fe, na presença dos reagentes precipitantes e com 
e sem adição de hidroxilamina.   
 
4.3.7. Especiação química de Se orgânico e inorgânico 
 
4.3.7.1. Extração inicial 
 
Para a extração das espécies de Se foram avaliados os extratores água 
desionizada e NaOH 1,0 mol L-1. Uma massa de 100 mg da parte comestível dos 
brotos de feijão (caule) enriquecidos com 250 µg de Se(VI) foi submetida a extração 
inicial com 20 mL dos diferentes extratores. A extração foi realizada em banho 
termostático a 80°C e banho ultrassom, ambos foram avaliados por 30 min. Os 
extratos foram centrifugados a 4000 rpm por 15 min e o sobrenadante analisado por 




4.3.7.2. Procedimento de extração por ponto nuvem 
 
O surfactante não-iônico Triton X-114 foi utilizado para o procedimento de CPE. 
Para tanto, adicionou-se 1 mL de 1 % (v v-1) Triton X-114 a 10 mL do extrato aquoso 
obtido no procedimento de extração inicial e a mistura foi submetida a aquecimento 
em banho termostático a 55 °C por 20 min. Formaram-se duas fases, sendo uma fase 
rica em surfactante e a outra fase pobre em surfactante. As fases foram separadas 
por resfriamento em banho de gelo por 20 min e centrifugação a 4000 rpm por 15 min. 
Sendo assim, na fase rica em surfactante encontravam-se as espécies orgânicas 
hidrofóbicas de Se. 
A fase pobre em surfactante também foi submetida a um procedimento de CPE, 
adicionando 1 mL de 1 % (v v-1) Triton X-114 e 0,2 mL de ditizona (2 mmol L-1). Para 
esse procedimento, inicialmente avaliou-se o pH (1 a 9) em soluções de Se                
(500 µg L-1) a partir de diferentes espécies de Se: Se(IV), Se(VI) e SeMet. A mistura 
foi mantida em banho termostático a 55 °C por 20 min. As fases foram novamente 
separadas por resfriamento em banho de gelo por 20 min e centrifugação a 4000 rpm 
por 15 min. Sendo assim, após a otimização do procedimento de CPE, as espécies 
de Se(IV) foram separadas na fase rica em surfactante. 
Uma segunda alíquota de 5 mL do extrato aquoso foi submetida ao mesmo 
procedimento de CPE, porém utilizando apenas o surfactante não iônico 1 % (v v-1) 
Triton X-114. Após a separação das fases, na fase pobre em surfactante, onde 
encontravam-se as espécies orgânicas hidrofílicas de Se de baixo peso molecular e 
as espécies inorgânicas, foi submetida a aquecimento em banho termostático a 55 °C 
por 5 min na presença de HCl. A concentração de HCl variando de 1 a 6 mol L-1 foi 
avaliada, utilizando uma solução de 500 µg L-1 de Se(VI). Após a adição de HCl, a 
fase pobre em surfactante foi diluída para 10 mL com água desionizada e submetida 
ao mesmo procedimento de CPE, utilizando 1 mL de 1 % (v v-1) Triton X-114 e 0,2 mL 
de 2 mmol L-1 ditizona. Sendo assim, a partir da fase rica em surfactante obteve-se a 
concentração total das espécies inorgânicas de Se.  
 
4.3.7.3. Determinação de Se por GF AAS 
 
A determinação de Se por GF AAS foi realizada nas fases obtidas após o 
procedimento de CPE, no qual as fases ricas em surfactante foram previamente 
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diluídas com uma solução de etanol (10 % (v v-1)) em HNO3 (0,1 mol L-1). 
Adicionalmente, foi co-injetado um volume de 10 µL do modificador químico (5 µg Pd 
+ 3 µg Mg) com 10 µL das diferentes fases ou soluções analíticas no interior do tubo 
de grafite. 
O comportamento térmico de Se na presença do Triton X-114 e ditizona foi 
estudado. A temperatura de pirólise foi otimizada, variando-se de 400 a 1400°C, com 
incremento de 100 °C e temperatura de atomização fixada em 2300 °C. Na 
temperatura de pirólise otimizada, a temperatura de atomização foi estudada, variando 
de 1600 a 2300 °C, como incremento de 100 °C. O modificador químico foi co-injetado 
durante todas as análises. 
A calibração do instrumento foi feita utilizando soluções analíticas com 
concentrações variando de 20 a 180 µg L-1 em 0,1 % (v v-1) HNO3, Triton X-114 ou     
1 % (v v-1) Triton X-114 e ditizona 2 mmol L-1. As interferências química durante a 
determinação de Se por GF AAS foram avaliadas pelo teste de adição e recuperação, 
adicionando uma solução de 40 µg L-1 Se (Se(IV), Se(VI) ou SeMet) nas diferentes 
nas fases da extração por ponto nuvem. 
 
4.3.8. Estudos de bioacessibilidade elementar 
 
4.3.8.1. Preparo dos fluidos gastrointestinais 
 
O procedimento de digestão gastrointestinal in vitro foi realizado utilizando 
fluidos preparados de acordo com as recomendações da US Pharmacopeia & National 
XXIV96, para avaliar a bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn no caule 
dos brotos de feijão azuki do grupo controle e os enriquecidos com 3000 µg de Fe 
(Fe(III)EDTA) e 100 µg de Se (Se(VI) ou Se(IV)). O fluido gástrico foi preparado a 
partir da mistura de 0,1 g de NaCl, 0,16 g de pepsina e 3,5 mL de 10 % (v v-1) HCl. O 
fluido intestinal foi preparado misturando-se 0,340 g de K2HPO4, 0,5 g de pancreatina, 
0,63 g de sais biliares e 3,8 mL de NaOH (0,2 mol L-1). Ambos foram diluídos para um 







4.3.8.2. Digestão simulada in vitro 
 
Para o procedimento de digestão gastrointestinal in vitro, inicialmente adicionou-
se 3 mL de fluido gástrico (pH ~1,5) a 200 mg da parte comestível (caule seco e moído) 
do grupo controle e dos brotos enriquecidos com Fe e Se, e a mistura foi mantida em 
banho termostático com agitação (100 Hz) por 2 hrs a 36 °C. Posteriormente, 
adicionou-se 0,4 mL de uma solução de 3 % (v v-1) NaHCO3 a mistura, ajustando o 
pH para 6,8 e após adicionar 3 mL do fluido intestinal a mistura foi mantida novamente 
em banho termostático com agitação (100 Hz) por 2 hrs a 36 °C, simulando assim as 
condições necessárias para a digestão intestinal. Após o término da digestão 
simulada, as amostras foram colocadas em um banho de gelo para cessar a atividade 
enzimática e, consequentemente, a digestão.  
Antes da etapa de diálise realizou-se o tratamento das membranas. Após 
remover o glicerol lavando as membranas em água corrente durante 3 a 4 hrs, as 
membranas foram lavadas com uma solução de 3 % (v v-1) Na2S a 80°C e 
armazenadas em uma solução de 0,2 % (v v-1) H2SO4. Posteriormente, para serem 
utilizadas no procedimento de diálise foram lavadas com água desionizada a 80 ºC. 
Para o procedimento de diálise, 2 mL do sobrenadante das amostras digeridas 
foram transferidos para a membrana de celulose. Fitas de polietileno foram utilizadas 
para fechar as extremidades das membranas. Em seguida, a membrana de diálise 
contendo os sobrenadantes da digestão simulada foi introduzida em um tubo de 
polipropileno contendo 30 mL de água desionizada por 12 hrs. Após esse período, a 
membrana foi aberta, os sobrenadantes da fração solúvel e o dialisado contendo 
material sólido em suspensão foram centrifugados e analisados por ICP OES. A fração 
bioacessível foi calculada subtraindo-se a concentração dos elementos do 
sobrenadante no interior da membrana de celulose (dialisado) da concentração na 
fração solúvel não dialisada (fluido gastrointestinal). 
 
4.3.8.3. Determinação elementar nos fluidos gastrointestinais  
 
Adicionou-se 0,5 mL de 10 % (v v-1) HNO3 a uma alíquota de 3 mL dos 
sobrenadantes sem diálise e ao sobrenadante contido no interior da membrana após 
a diálise, ambos avolumados para 10 mL com água desionizada. 
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Na determinação elementar por ICP OES utilizou-se o mesmo procedimento 
para determinação elementar total após digestão ácida (item 4.3.4). Para avaliar 
possíveis interferências de matriz na determinação elementar, teste de adição e 
recuperação foi feito, adicionando-se as seguintes soluções analíticas às amostras 
correspondentes a fração solúvel e a fração dialisada: 56 (Ca), 0,8 (Cu), 40 (Fe), 40 
(K), 20 (Mg), 40 (P), 40 (S), 2 (Se) e 2 (Zn) mg L-1. 
 
4.4. Análise estatística  
 
Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão (n=3). Na 
análise estatística dos dados utilizou-se o software Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., 
Tulsa, OK), onde obteve-se a análise de variância de fator único (ANOVA), 
considerando um valor p < 0,05 para identificar diferenças significativas entre os 
diferentes tratamentos. As diferenças pontuais significativas entre as concentrações 
médias do grupo controle e enriquecido foram avaliadas pelo teste t-Student, sendo 





















5. Resultados e discussões 
 
5.1. Cultivo dos brotos de feijão azuki 
 
Inicialmente, verificou-se que ao utilizar grãos de feijão azuki sem prévio 
tratamento para promover a quebra da dormência a quantidade de sementes 
germinadas diminuiu e foi necessário um tempo maior para o início do processo de 
germinação. A dormência pode ser entendida como uma estratégia evolutiva das 
espécies vegetais, sendo um fenômeno que se inicia no decorrer da maturação, evita 
que ocorra a viviparidade ou germinação na própria planta e geralmente é causada 
pela presença de camadas impermeáveis em células presentes na casca da 
semente.109 O recipiente de cultivo contendo algodão hidrófilo umedecido e a reduzida 
capacidade de germinação das sementes favoreceram a proliferação de fungos no 
meio de cultivo, inibindo fortemente a germinação das sementes.   
Sendo assim, a dormência e a presença de microrganismos são importantes 
fatores que podem reduzir a capacidade de germinação de sementes. Em um dos 
estudos envolvendo a ação fungicida do hipoclorito de sódio (NaClO), Araújo et al.101 
mostraram que o emprego de NaClO (5 e 10 % (m v-1)) com cloro ativo (0,5 e                
1,0 % (m v-1)), promoveu menor ocorrência de fungos do gênero Aspergillus e 
Penicillium spp. em sementes de amendoim. O NaClO é um fungicida e antimicrobiano 
largamente utilizado em indústrias de alimentos, o qual provoca alterações na 
biossíntese celular desses microorganismos.110 
Em solução aquosa o NaClO origina o hidróxido de sódio (NaOH) e o ácido 
hipocloroso (HOCl), apresentando um equilíbrio químico de acordo com a reação 6. 
Porém, a ação antimicrobiana ocorre devido a formação de compostos contendo cloro 
ativo, apesar do NaOH também apresentar eficácia antimicrobiana, os compostos 
contendo cloro ativo como o HOCl e o íon hipoclorito (reação 7) são os principais 
responsáveis pela ação antimicrobiana e antifúngica das substâncias cloradas.110 
Estas formas ativas matam os microrganismos por inibição de reações enzimáticas, 
desnaturação de proteínas e inativação dos ácidos nucléicos nas células 
microbianas.111  
 
NaOCl + H2O ⇌ NaOH + HOCl                                                                                  (6) 
HOCl ⇌ H+ + OCl-                                                                                                              (7) 
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Posteriormente os grãos de feijão azuki foram imersos em água desionizada por 
24 hrs para promover a quebra da dormência dos grãos.102 Algumas sementes 
apresentaram dificuldades para germinar e a imersão em água a temperatura 
ambiente reduz a dormência e a secagem excessiva das sementes, decorrente de 
longos períodos de armazenamento que as impedem de absorver água e iniciar o 
processo germinativo.112 Lin e Ferrari113 estudaram diversas linhagens de feijão 
mungo, sendo que algumas apresentaram tegumentos impermeáveis a água. Em 
espécie de feijão Vigna, a absorção de água é limitada e ocorre através da estrutura 
do tecido vegetal adjacente ao hilo.114  
Após 13 dias de cultivo, quando o caule dos brotos de feijão estava com 
aproximadamente 20 cm de comprimento foram separados da raiz e cotilédone, e as 
três partes da planta submetidas aos procedimentos de análise. 
 
5.2. Otimização do método de determinação de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn por 
ICP OES 
 
Inicialmente realizou-se a otimização dos parâmetros instrumentais do ICP OES. 
O valor de ε correspondeu a 1,7, o qual foi obtido pela razão (Sfundo285,213/Sfundo180,270) 
dos valores de sinais de fundo (Sx), na linha de emissão iônica (280,270 nm) e atômica 
(285,213 nm) do Mg. Para a determinação dos elementos de interesse foram 
estudados os fluxos dos gases auxiliar e de nebulização e a potência de 
radiofrequência que apresentaram a maior razão sinal MgII/MgI, permitindo assim a 
atomização e ionização mais eficiente dos analitos, os resultados desse estudo estão 
apresentados na Figura 4.  
 
Figura 4 – Otimização dos parâmetros instrumentais do ICP OES: potência de radiofrequência, fluxo 




























0 1 2 3























Os comprimentos de onda utilizados e os parâmetros instrumentais otimizados 
estão apresentados na Tabela 2. Sendo o resultado da razão sinal MgII/MgI igual a 
17,05, que foi obtido multiplicando a razão pelo fator de correção (ε). Como o valor foi 
maior do que 10, trabalha-se, portanto, em condições robustas que permitem que o 
método resista a variações na composição da matriz sem alterar significativamente os 
sinais correspondentes aos analitos de interesse, ou seja, condições em que a 
temperatura e a densidade eletrônica do plasma não são afetadas pela introdução de 
amostras com diferentes matrizes.105 
 
Tabela 2 – Parâmetros instrumentais para a determinação elementar por ICP OES 
Potência de radiofrequência 1250 W 
Nebulizador Meinhard 
Câmara de nebulização Ciclônica 
Orientação da tocha Modo Axial 
Fluxo de gás externo 15 L min-1 
Fluxo de gás intermediário 1,0 L min-1 
Fluxo de gás de nebulização 0,45 L min-1 
Introdução de amostra 1,5 L min-1 
 Comprimento de onda (nm) Ca (II) = 318,1 P (I) = 213,6 
 
Cu (I) = 324,7 S (I) = 180,7 
 (I) linha atômica   Fe (II) = 259,8 Se (I) = 196,0 
 (II) linha iônica K (I) = 769,8 Zn (I) = 213,8 
 Mg (II) = 279,8  
 
As figuras de mérito estão apresentadas na Tabela 3 (faixa linear, coeficiente de 
determinação (R²), LOD e limite de quantificação (LOQ), no qual o LOD foi calculado 
usando a concentração equivalente a radiação de fundo (BEC = Csr/SBR), obtido 
considerando-se a concentração média da curva analítica de calibração (Csr) e a razão 
sinal/ruído (SBR = (Ihc-Ibranco)/Ibranco), sendo LOD = (3 x BEC x RSD) / 100 e RSD o 
desvio padrão relativo de dez medidas do branco analítico. O LOQ sendo 10 vezes o 
limite de detecção.115 Os resultados finais estão apresentados em ng g-1, 
considerando a massa de amostra de 200 mg e volume final de 10 mL. 
Teste de adição e recuperação foi utilizado para verificar interferências químicas, 
as porcentagens de recuperação dos elementos de interesse em todos os digeridos 
estão apresentadas na Tabela 4. 
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(ng g-1) (mg L-1) 
Ca 1,75 – 112 1 2378 23780 
Cu 0,02 – 1,6 1 118 1181 
Fe 1,25 – 80 0,9998 391 3908 
K 1,25 – 80 0,9966 879 8793 
Mg 0,6 – 40 0,9994 1083 10826 
P 1,25 – 80 0,9988 372 3723 
S 1,25 – 80 0,9993 74 741 
Se 0,06 – 4 0,9988 379 3786 
Zn 0,06 – 4 1 48 484 
 
Tabela 4 – Resultados de recuperação para as amostras digeridas 
Feijão azuki Recuperação (%) 
 Ca Cu Fe K Mg P S Se Zn 
Grão  111 102 91 110 95 108 91 83 110 
Raiz 103 109 99 119 101 103 106 120 105 
Cotilédone 96 99 109 80 88 108 111 104 116 
Caule 99 105 100 114 100 112 86 108 98 
 
Os resultados de recuperação variaram de 80 a 120 % para as amostras de 
interesse. De acordo com a FDA116, para determinação de elementos por técnicas 
espectrométricas em alimentos a faixa de recuperação aceitável para amostras de 
alimentos pode variar de 80 a 120 %, indicando assim ausência de interferências 
químicas na determinação elementar. 
A verificação da exatidão foi feita analisando um material de referência 
certificado de folhas de pêssego (SRM 1547) submetido ao procedimento de digestão 
ácida. Na Tabela 5 estão apresentadas as concentrações dos elementos de interesse 
obtidas experimentalmente e os valores certificados para o material de referência.  
Os resultados mostram concordância entre os valores obtidos e certificados a 
um nível de significância de 5 %. Portanto, a análise do SRM 1547 permitiu avaliar a 
acurácia do método analítico proposto, de acordo com o teste t-Student a um limite de 




Tabela 5 – Comparação entre valores certificados e experimentais para amostra digerida do material 
de referência certificado (SRM 1547, peach leaves) obtidos por ICP OES 
 Concentração (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
 Certificado Experimental 
Ca 15600 ± 200 15568 ± 13 
Cu 3,7 ± 0,4 3,5 ± 0,1 
Fe 218 ± 14 219 ± 2 
K 24300 ± 300 25782 ± 924 
Mg 4320 ± 80 4334 ± 39 
P 1370 ± 7 1381 ± 4 
S 200 ± 2 193 ± 4 
Se 0,120 ± 0,009 < LOD 
Zn 17,9 ± 0,4 17,9 ± 0,1 
 
5.3. Otimização do procedimento de extração sequencial de proteínas (albuminas, 
globulinas, prolaminas e glutelínas) 
 
O método de Bradford foi utilizado para a obtenção da concentração total de 
proteínas em extratos de água, NaCl, etanol e NaOH. O método de Bradford baseia-
se na ligação não covalente entre a forma aniônica do corante (Coomassie Blue 
Brilhant Blue G-250) com as proteínas. Esse corante reage com a parte carregada 
positivamente da cadeia proteica, normalmente resíduos de arginina. Fracas 
interações são observadas com resíduos básicos (histidina e lisina) e aromáticos 
(tirosina, triptofano e fenilalanina). A formação de uma solução de coloração azul 
corresponde à espécie que absorverá no comprimento de onda de 595 nm.107,117 
As figuras de mérito estão apresentadas na Tabela 6 (faixa linear, coeficiente de 
determinação (R²), LOD e LOQ, no qual o LOD foi calculado a partir do desvio padrão 
das absorbâncias de 10 medidas do branco analítico (LOD = (3 x σbranco) / inclinação 
da reta média de regressão linear); onde σ é o desvio padrão. O LOQ foi obtido sendo 
3,3 x LOD.115 Os resultados estão apresentados em µg g-1 considerando a massa de 















595 2–12 0,9929 
Água 7 23 
NaCl 9 31 
Etanol 6 20 
NaOH 2 7 
 
A extração com água, NaCl, etanol e NaOH promove a separação das proteínas 
de reserva energética correspondentes ao grupo das albuminas, globulinas, 
prolaminas e glutelínas, respectivamente. A solubilidade de uma proteína depende da 
composição de aminoácidos ácidos e básicos e de suas partes não proteicas. Em 
geral, o pH de menor solubilidade é denominado ponto isoelétrico (pI) da proteína, 
para um grande número de proteínas o pI está entre pHs de 3,5 e 6,5.118 É importante 
salientar que o uso desses extratores não evita a extração de outros compostos, além 
de proteínas. Etapas de purificação dessas proteínas são de suma importância para 
a identificação e caracterização das mesmas. Adicionalmente, para uma 
determinação quantitativa dos diferentes tipos de proteínas (albuminas, globulinas, 
prolaminas e glutelínas) é de suma importância a otimização da extração sequencial. 
Observou-se que a concentração dos diferentes grupos de proteínas no caule do 
grupo controle correspondeu a: 50,9 ± 0,4 µg g-1 (albumina), 40,1 ± 1,2 µg g-1 
(globulina), 43,8 ± 0,3 µg g-1 (prolamina) e 340,2 ± 0,9 µg g-1 (glutelína). É possível 
notar que a maior concentração de proteínas foi encontrada no extrato de NaOH, 
correspondendo ao grupo das glutelínas. O extrator NaOH é a última etapa da 
extração sequencial e não é um extrator seletivo de proteínas.119,120 Desta forma, 
pode-se inferir que as demais proteínas extraídas anteriormente podem não ter sido 
eficientemente extraídas com água, NaCl e etanol, respectivamente, encontram-se na 
última fração 
A otimização foi realizada para os parâmetros: tempo de extração, concentração 
dos extratores e número de extrações com um mesmo extrator e os resultados obtidos 
estão apresentados nas Figuras 5, 6 e 7, respectivamente.  
Os parâmetros otimizados, considerando o teste t-Student para comparação 
entre as concentrações proteicas a um limite de confiança de 95 %, estão 
apresentados Tabela 7. O tempo de extração e a concentração dos extratores foram 
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otimizados considerando a maior concentração das proteínas extraídas determinadas 
pelo método de Bradford.107 O número de repetições usando o mesmo extrator foi 
avaliado até que se atingisse o LOD (Tabela 6). 
 
Figura 5 – Otimização do tempo de extração dos diferentes grupos proteicos: 15 min ( ), 30 min ( ) e 









Figura 6 – Otimização da concentração dos extratores dos diferentes grupos proteicos: NaCl (0,25           
( ), 0,5 ( ) e 1,0 ( ) mol L-1); etanol (25 ( ), 50 ( ) e 70 ( ) % (v v-1)) e NaOH (0,25 ( ), 0,5 ( ) e 1,0 










Figura 7 – Otimização do número de extrações dos diferentes grupos proteicos: albumina (A), globulina 
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Tabela 7 – Parâmetros de extração otimizados para a extração proteica sequencial 
 
H2O NaCl Etanol NaOH 
Tempo de extração 30 min 15 min 30 min 60 min 
Concentração do extrator - 1 mol L-1 70% (v v-1) 1 mol L-1 
Número de extrações 3 4 1 5 
  
5.4. Composição química elementar de grãos de feijão azuki 
 
A concentração de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn em grãos de feijão azuki 
estão apresentadas na Tabela 8.  
 
Tabela 8 – Concentrações de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn em grão de feijão azuki determinadas 
por ICP OES 
Elemento Concentração (µg g-1) 
± desvio padrão (n=3) 
DRI  
 
Contribuição do feijão azuki 
para DRI (%) 
Ca 2215 ± 20 1000 mg 33 
Cu 5,8 ± 0,1 2 mg 44 
Fe 47 ± 1 18 mg 39 
K 13462 ± 77 3500 mg 58 
Mg 2239 ± 17 400 mg 84 
P 3723 ± 6 1000 mg 56 
S 2330 ± 5 2000 mg 18 
Se < LOD 55 µg 0 
Zn 475 ± 1 15 mg 475 
 
Os grãos de feijão azuki possuem alta concentração para a maioria dos 
elementos, exceto Ca, Fe, S e Se apresentando-se como uma fonte vegetal rica em 
Cu, K, Mg, P e, principalmente, Zn. Estudos envolvendo a composição química de 
alimentos são importantes na obtenção de informações nutricionais e toxicológicas. A 
quantidade adequada de elementos essenciais requerida diariamente pelos seres 
humanos está relacionada às DRIs. Regulamentações determinadas pela FDA31 
apresentam valores de DRIs para alguns elementos essenciais, entre eles Ca, Cu, Fe, 
K, Mg, P, S, Se e Zn. As concentrações em µg g-1 dos elementos de interesse nos 
grãos não germinados e a contribuição do feijão azuki para atingir as DRIs, 
considerando um consumo diário de 150 g estão apresentados na Tabela 8, no qual 
as concentrações obtidas estão muito próximas aos dados fornecidos pela Tabela de 
64 
 
Composição Química dos Alimentos adotada pela Escola Paulista de 
Medicina/UNIFESP.8 
O consumo diário de aproximadamente 150 g de feijão azuki permitiria alcançar 
a DRI para o Zn. Elementos como o enxofre, apesar de apresentarem concentrações 
mais elevadas, também possuem DRIs elevados, sendo necessário quantidades 
maiores no consumo do feijão azuki para alcançá-los. Diante disso, é importante 
destacar que a inclusão de grãos de feijão azuki na dieta poderá contribuir para que 
as recomendações de consumo diário de alguns elementos essenciais sejam 
alcançadas.  
Cumpre destacar que diferentes modos de preparo do alimento, entre eles a 
germinação das sementes e o cultivo de brotos poderão alterar a composição química, 
bem como a biodisponibilidade, as espécies e a distribuição elementar na planta. As 
análises prévias do grão auxiliam na obtenção de informações preliminares que dizem 
respeito a quantidade de elementos essenciais e que poderá ser distribuída nas 
diferentes partes da planta após o processo de germinação. Tratando-se de um meio 
de cultivo composto apenas por algodão hidrófilo e água (grupo controle) a semente 
dependerá exclusivamente de suas próprias reservas nutricionais e energética para 
germinar, crescer e atingir o tamanho ideal para ser consumida. Por fim, é importante 
destacar que as menores concentrações no grão foram observadas para Fe (47 µg g-
1) e o Se (< LOD), revelando a necessidade e a importância em se enriquecer esse 
alimento com esses elementos essenciais. 
 
5.5. Enriquecimento com Fe 
 
5.5.1. Translocação de Fe: efeito da massa e variação de compostos de Fe 
 
As concentrações de Fe nas diferentes partes da planta (raiz, caule e cotilédone) 
do grupo controle e enriquecido em meio de FeCl3 ou FeSO4 com diferentes massas 
de Fe (500 e 1000 µg) e em meio de Fe(III)-EDTA com diferentes massas de Fe (500, 
1000, 2000 e 3000 µg) estão apresentadas na Tabela 9. 
As sementes germinadas em meio enriquecido com 500 µg de Fe (FeSO4 ou 
FeCl3) desenvolveram-se em condições de estresse abiótico, ou seja, condições 
extremas expostas pelo meio (temperatura, água, solo, vento e luz). Plantas sob 
condições de estresse abiótico são aquelas submetidas a altas concentrações 
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elementares no meio de cultivo, condições de seca, solos com alta salinidade ou 
constituintes inorgânicos, presença de metais pesados, temperaturas extremas, entre 
outros121 sendo a adição de elementos o principal fator que altera as características 
da planta ao ser cultivada no meio enriquecido. 
 
Tabela 9 - Translocação de Fe na raiz, cotilédone e caule em brotos feijão azuki cultivados em meio 
enriquecido com diferentes compostos e massas de Fe  
Concentração de Fe (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
 Raiz 
 500 µg 1000 µg 2000 µg 3000 µg 
FeSO4 150 ± 4b 173 ± 1b ND* ND* 
FeCl3 199 ± 1b 340 ± 1b ND* ND* 
Fe(III)-EDTA 65 ± 3a 79 ± 1b 143 ± 12b 145 ± 1b 
Controle 66 ± 1a 
 Cotilédone 
 500 µg 1000 µg 2000 µg 3000 µg 
FeSO4 198 ± 1b 156 ± 1b ND* ND* 
FeCl3 144 ± 1b 366 ± 1b ND* ND* 
Fe(III)-EDTA 80 ± 1b 100 ± 1b 244 ± 1b 332 ± 22b 
Controle 54 ± 2a 
 Caule 
 500 µg 1000 µg 2000 µg 3000 µg 
FeSO4 84 ± 3a 126 ± 2b ND* ND* 
FeCl3 89 ± 1a 124 ± 1b ND* ND* 
Fe(III)-EDTA 103 ± 5b 110 ± 2b 125 ± 1b 156 ± 2b 
Controle 89 ± 1a 
a,b Letras diferentes na mesma parte da planta indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle 
(p<0,05) 
* ND = Não determinado 
 
Realizando o enriquecimento com FeCl3 ou FeSO4, verificou-se diferenças 
morfológicas entre os brotos enriquecidos e o controle. Os caules eram mais curtos e 
espessos e em  massa  de Fe maior do que 1000 µg, o processo de germinação foi 
fortemente inibido, mas  não  interrompido, produzindo  caules de coloração marrom 
e menor produção de brotos.   
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Mesmo em altas concentrações de Fe no meio de cultivo, observou-se que 
independente do sal de Fe (FeCl3 ou FeSO4) usado, houve uma baixa translocação 
desse analito até o caule, acumulando-se principalmente nas raízes. O transporte do 
Fe ocorre pelo xilema, via corrente transpiratória, predominante na forma de quelato 
do ácido cítrico (C6H5O7Fe). O Fe possui mobilidade consideravelmente reduzida no 
xilema, sendo incorporado aos cloroplastos.122 A translocação de Fe entre órgãos e 
tecidos envolve diversos quelantes e redutores.55 Adicionalmente, a absorção de Fe 
do meio de cultivo em plantas envolve a redução de Fe(III) e proteínas de membranas 
responsáveis pelo transporte de íons hidrônio (H+), os quais são induzidos pela 
deficiência de Fe (Figura 1).56 O Fe é pouco redistribuído na planta e para que o íon 
absorvido pela raiz possa atingir a parte aérea, deve ocorrer o transporte radial e o de 
longa distância.123 
No enriquecimento com FeCl3, verifica-se que o aumento da massa de Fe 
adicionada ao meio de cultivo elevou significativamente a concentração no cotilédone 
e na raiz, por outro lado, a concentração de Fe no caule manteve-se constante ao 
adicionar 500 µg de Fe nas diferentes condições de enriquecimento com sais de ferro 
(FeCl3 ou FeSO4). Sendo assim, a translocação de Fe para a parte aérea da planta 
não foi favorecida com a adição de FeCl3 ao meio de cultivo, o qual acumulou-se na 
raiz e cotilédone.  
O FeSO4 despertou interesse, pois é comumente utilizado para a fortificação de 
plantas54, juntamente com o FeCl3. Além disso, o uso de FeSO4 pareceu ser mais 
atrativo, uma vez que, as plantas absorvem sulfato pela raiz como a principal fonte de 
S para o seu crescimento. Posteriormente, o sulfato é reduzido a sulfito antes de ser 
assimilado para a formação de compostos orgânicos de S.124 
Estudos que avaliem a absorção e translocação de Fe a partir de FeSO4 ou 
FeCl3, em diferentes partes de brotos, são escassos. Wei et al.125 estudaram a 
eficiência da utilização de sulfato ferroso no processo de germinação e fortificação em 
arroz, porém não houve enriquecimento do meio de cultivo. As sementes foram 
imersas por um período de 10 hrs em uma solução de Fe e o enriquecimento foi 
avaliado após o período de germinação de 24 hrs. Verificou-se um aumento 
significativo na concentração de Fe total, sendo 10 vezes maior em relação ao grupo 
controle, ao deixar os grãos imersos em solução de FeSO4 (2 g L-1).  
Em um segundo estudo, realizado por Zielińska-Dawidziak et al.126, avaliou-se 
também o efeito do enriquecimento de Fe na ferritina e no conteúdo de antioxidantes 
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em brotos de soja, no qual as sementes foram imersas em soluções com diferentes 
concentrações de FeSO4 (0–25 mmol L-1 FeSO4) durante 12 hrs, germinadas por um 
período de 7 dias e regadas diariamente com soluções contendo a respectiva 
concentração utilizada no procedimento de imersão. Analisou-se as raízes e 
cotilédones, os quais apresentaram um aumento na concentração de Fe (25 vezes) 
quando comparado ao grupo controle. Porém o efeito do enriquecimento nas partes 
aéreas da planta e a translocação elementar não foram avaliados em ambos os 
estudos, não sendo possível concluir sobre o enriquecimento do caule das plantas 
estudadas. 
No enriquecimento adicionando Fe(III)-EDTA ao meio de cultivo, verificou-se que 
a toxicidade do complexo de Fe para a planta é menor quando comparada aos outros 
sais de Fe (FeCl3 ou FeSO4), pois permitiu enriquecer os meios de cultivo com massas 
de Fe de até 3000 µg, mantendo as características morfológicas, tais como tamanho, 
cor e odor, dos brotos semelhantes ao grupo controle. A concentração de Fe na raiz 
não sofreu significativa alteração quando utilizado 500 µg de Fe (Fe(III)-EDTA) no 
meio de cultivo, indicando um menor acúmulo na parte inferior da planta e uma 
possível  facilidade de translocação de Fe no tecido vegetal para a parte comestível 
da planta (caule). Esse resultado foi promissor, principalmente considerando os 
resultados do enriquecimento com 500 µg de FeCl3 e FeSO4. No caule, para o 
enriquecimento com 500 e 1000 µg de Fe(III)-EDTA não verificou-se um aumento na 
concentração de Fe quando comparados aos brotos cultivados em meio enriquecido 
com as mesmas massas de FeCl3 ou FeSO4. Porém, ainda foi possível verificar uma 
maior eficácia ao utilizar Fe(III)-EDTA para o enriquecimento, pois ocorreu um menor 
acúmulo de Fe na raiz. Diferentes fontes de Fe, tais como sulfato ferroso, fumarato 
ferroso, Fe(III)-EDTA, Fe quelato glicinato (aminoácido quelato) e ferro eletrolítico, são 
usadas para a fortificação de produtos alimentícios, como o trigo e a farinha de milho, 
pois apresentam baixa reatividade química, não alteram as características 
organolépticas dos alimentos e possuem diferentes biodisponibilidades. Estudos 
indicam que a biodisponibilidade relativa do Fe utilizado no enriquecimento pode variar 
de 5 a 100%, dependendo da fonte de Fe utilizada.127 O Fe(III)-EDTA foi a espécie 
que apresentou menor toxicidade em relação aos outros compostos testados. 
A secreção de exsudatos e acúmulo do Fe em organelas presentes nas raízes, 
tais como vacúolos, mobilizam o Fe nas zonas apicais radiculares.56 Por outro lado, 
deve-se considerar também o fator tempo de cultivo, sendo possivelmente o período 
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de dias empregado do plantio até a colheita dos brotos ineficiente para promover a 
translocação elementar de algumas espécies de Fe que possuem mobilidade reduzida 
na planta.128  
O EDTA é um agente complexante de hexacoordenação e pode complexar-se 
com íons metálicos através de quatro grupos carboxilato e dois grupamentos amina. 
A eficácia do EDTA como quelante para um determinado metal depende da sua 
constante de estabilidade (Kest) com o metal, sendo que entre os metais 
nutricionalmente importantes, o complexo com Fe(III) apresenta a maior Kest (25,1).129 
Sendo assim, a maior estabilidade da molécula de Fe(III)-EDTA e a facilidade dessa 
espécie em atravessar a raiz da planta sem complexar-se a componentes orgânicos, 
tais como oxalatos, presentes na raiz favorece a translocação desse elemento para a 
parte aérea (caule).56  
No enriquecimento em meio de cultivo com 3000 µg de Fe (Fe(III)-EDTA) ocorreu 
um aumento de 75% na concentração de Fe no caule em relação ao grupo controle e 
diferentemente do enriquecimento com FeCl3 ou FeSO4, o Fe acumulou-se no 
cotilédone da planta. Sendo assim, o consumo de 115 g (massa seca) de brotos 
cultivados em meio enriquecido com 3000 μg de Fe (Fe(III)-EDTA) atinge as DRI de 
ferro (18 mg).31 
O efeito do enriquecimento, usando 3000 µg de Fe (Fe(III)EDTA), na distribuição 
e translocação de elementos essenciais (Ca, Cu, K, Mg, P, S e Zn) deve ser avaliado 
com intuito de se verificar o produto final. Os resultados estão apresentados na Tabela 
10. 
Os elementos Ca, K, Mg, P e S podem ser considerados macroelementos nessas 
amostras. Na raiz, ocorreu uma diminuição na concentração de Ca (63 %) e Cu          
(82 %) e um aumento na concentração de Fe (116 %), P (17 %) e S (19 %). No 
cotilédone, as concentrações da maioria dos elementos estudados sofreram 
alterações significativas, exceto o Mg. No caule, a concentração de Mg, P e S não 
sofreram alterações significativas após o procedimento de enriquecimento com Fe. 
Portanto, a competição elementar foi induzida no procedimento de 
enriquecimento com Fe, principalmente quando os elementos apresentam 
similaridades químicas (características elementares ou iônicas). Na literatura, foram 
observadas diferentes reações antagônicas na absorção e transporte de Fe e Cu em 
plantas.61 O mecanismo da competição na translocação elementar entre Cu e Fe não 
é bem elucidado, porém a similaridade entre o raio iônico desses elementos tem sido 
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apontada com a possível causa para tais competições e reações antagônicas.56 
Estudos indicaram também que em plantas com folhas nos primeiros dias de 
crescimento, o enriquecimento com Ca promove uma redução na concentração de Mg 
em todos os vegetais enriquecidos, confirmando o antagonismo entre Ca e Mg.60 
Adicionalmente, uma das razões que justificam a aplicação foliar de Zn para aumentar 
a qualidade nutricional de sementes de ervilha é o alto teor de N e P, que diminuem a 
absorção de Zn.130 
 
Tabela 10 – Concentrações de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S e Zn em diferentes partes de brotos de feijão 
azuki cultivados em meio enriquecido com 3000 µg de Fe. 
 
Concentração ± desvio padrão (n=3) 
Elemento 
Raiz Cotilédone Caule 
Controle Fe(III)EDTA Controle Fe(III)EDTA Controle Fe(III)EDTA 
Ca* 2,53 ± 0,06a 0,94 ± 0,01b 6,3 ± 0,2a 4,9 ± 0,1b 1,0 ± 0,2a 0,62 ± 0,01b 
Cu** 38,2 ± 0,2a 6,8 ± 0,8b 11,0 ± 0,4a 4,4 ± 0,8b 20,4 ± 0,1a 10,7 ± 0,8b 
Fe** 66 ± 1a 143 ± 12b 54 ± 2a 244 ± 1b 89 ± 1a 156 ± 1b 
K* 22,4 ± 0,1a 16,5 ± 0,2b 6,9 ± 0,1a 10,4 ± 0,1b 25,0 ± 0,1a 19,1 ± 0,2b 
Mg* 2,2 ± 0,2a 1,8 ± 0,1a 3,3 ± 0,1a 3,0 ± 0,1a 3,0 ± 0,1a 3,0 ± 0,1a 
P* 5,8 ± 0,2a 6,8 ± 0,1b 1,9 ± 0,2a 2,3 ± 0,1a 6,5 ± 0,2a 6,8 ± 0,1a 
S* 2,1 ± 0,1a 2,5 ± 0,1b 1,7 ± 0,2a 2,1 ± 0,1a 3,6 ± 0,2a 3,6 ± 0,1a 
Zn** 67,5 ± 0,1a 67,5 ± 0,3a 54,5 ± 0,3a 67,4 ± 0,5b 54,5 ± 0,3a 42,7 ± 0,4b 
* mg g-1; ** µg g-1 
a,b Letras diferentes na mesma parte da planta indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle           
(p < 0,05) 
 
5.5.2. Efeito do enriquecimento com Fe na distribuição de proteínas e metaloproteínas 
de Fe 
 
Na Tabela 11 estão apresentadas as concentrações de proteínas albumina, 
globulina, prolamina e glutelína nos extratos proteicos obtidos nas condições 
otimizadas, para o grupo controle e enriquecido com Fe(III)-EDTA (3000 µg) na parte 
comestível dos brotos de feijão (caule).  
As maiores concentrações de proteínas foram encontradas nos extratos de 
NaOH, correspondente ao grupo das glutelínas. A solubilidade de uma proteína é 
resultado do equilíbrio termodinâmico entre a interação proteína-proteína e proteína-
solvente e está relacionada ao balanço hidrofilicidade/hidrofobicidade.118 Sendo 
assim, a alteração na composição de aminoácidos ao enriquecer o meio de cultivo 
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com Fe(III)-EDTA afetou a solubilidade proteica em alguns grupos de proteínas. 
Alterações na distribuição de globulinas e glutelínas no caule foram observadas após 
o enriquecimento com Fe, promovendo um aumento significativo na concentração de 
proteínas do grupo das globulinas (134 %) e glutelínas (48 %). 
 
Tabela 11 – Concentração de proteínas no caule do grupo controle e enriquecidos com Fe 
 
Concentração de Proteínas (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
Albumina Globulina Prolamina Glutelina 
Controle 66 ± 6a 41 ± 5a <LODa 4484 ± 61a 
Fe-enriquecido 46 ± 9a 96 ± 2b < LODa 6638 ± 67b 
a,b Letras diferentes no mesmo grupo proteico indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle            
(p < 0,05) 
 
O valor biológico de uma proteína dietética está relacionado a fração de 
nitrogênio absorvido que é utilizado em funções fisiológicas.131 De acordo com Eggum 
et al.132, a avaliação da biodisponibilidade dos aminoácidos que compõem um 
determinado grupo proteico desempenha um importante papel na determinação do 
valor nutricional de proteínas em plantas. Por outro lado, o valor biológico de sementes 
de leguminosas pode ser estimado a partir dos aminoácidos contendo enxofre.131 
Estudos realizados por Chan et al.133 em feijões do gênero Vigna indicam que as 
proteínas do grupo das prolaminas e glutelínas possuem as maiores concentrações 
de metionina, o qual é um aminoácido rico em enxofre. Entretanto, a composição de 
aminoácidos apenas representa a potencial qualidade de um determinado grupo 
proteico, sendo a biodisponibilidade das proteínas um fator determinante para o 
fornecimento de aminoácidos na dieta.134  
Durak et al.135 estudaram os peptídeos com atividade biológica obtidos a partir 
de hidrólise enzimática em digestão gastrointestinal in vitro nas frações proteicas 
(albuminas, globulinas, prolaminas e glutelínas) de grãos de feijão azuki. Após o 
procedimento de digestão gastrointestinal in vitro, a maior concentração de peptídeos 
bioacessíveis foram obtidos a partir da fração de albumina, seguida pelas frações 
glutelína e globulina. 
Portanto, o aumento da concentração de proteínas do grupo das glutelínas após 
o enriquecimento com Fe pode significar um aumento do valor nutricional do alimento, 
uma vez que possivelmente aumentará a ingestão de aminoácidos bioacessíveis e 
ricos em enxofre na dieta, quando comparado ao grupo controle.  
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A determinação de Fe nos extratos proteicos obtidos após extração sequencial 
com água, NaCl, etanol e NaOH foi realizada por GF AAS. As figuras de mérito do 
método estão apresentadas na Tabela 12 (faixa linear, coeficiente de determinação 
(R²), LOD e LOQ), assim como os resultados de recuperação do teste de adição e 
recuperação após adição de 20 µg L-1 de Fe aos diferentes extratos (água, NaCl, 
etanol e NaOH), que foi utilizado para verificar interferências químicas na 
determinação de Fe por GF AAS. 
 












Fe 259,0 10 – 80 0,9995 
Água 32 96 92 
NaCl 34 103 82 
Etanol 7 21 104 
NaOH 171 513 118 
 
Os resultados de recuperação variaram de 82 a 118 % para as amostras de 
interesse. De acordo com a FDA, para determinação de elementos por técnicas 
espectrométricas a faixa de recuperação aceitável para amostras de alimentos pode 
variar de 80 a 120 %, indicando assim ausência de interferências químicas na 
determinação elementar.116 
As concentrações em µg g-1 de Fe nas diferentes frações proteicas no caule dos 
brotos de feijão azuki determinadas por GF AAS e o total nas amostras previamente 
digeridas por ICP OES estão apresentadas na Tabela 13.  
 
Tabela 13 – Concentração de Fe nos extratos proteicos do caule de brotos de feijão azuki enriquecidos 
  Concentração de Fe (µg g-1) ± desvio padrão (n = 3) 
 Total Albumina Globulina Prolamina Glutelína 
Controle 89 ± 1 6,8 ± 0,1a 0,5 ± 0,1a < LODa 42 ± 2a 
Fe-enriquecido 156 ± 1 16± 1b 1,4 ± 0,1b < LODa 81 ± 2b 
a,b Letras diferentes no mesmo grupo proteico indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle             
(p < 0,05) 
 
Na distribuição de Fe nos extratos de água, NaCl, etanol e NaOH é possível 
inferir que o Fe está fortemente associado, principalmente, a proteínas do grupo das 
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glutelínas. Adicionalmente, verifica-se que no grupo controle 55 % do Fe total está 
associado a proteínas, enquanto no caule dos brotos enriquecidos 63 % do Fe total 
está associado a proteínas, indicando que além de aumentar a concentração total de 
Fe, a estratégia de enriquecimento utilizada favoreceu a associação de Fe às 
proteínas. Os principais aminoácidos constituintes de albuminas, globulinas e 
glutelínas são ricos em enxofre e grupos carregados, tais como metionina, cisteína, 
ácido glutâmico, arginina, ácido aspártico e lisina136-138, os quais o Fe apresenta alta 
afinidade.139 
 
5.5.3. Espécies de Fe solúvel e inorgânico 
 
A avaliação das espécies de Fe foi feita adotando os procedimentos propostos 
por Oliveira e Naozuka.29 A determinação de Fe nos sobrenadantes do extrato aquoso 
e após a adição de reagentes precipitantes na ausência e presença de hidroxilamina 
foi feita por GF AAS. Obteve-se a concentração de Fe solúvel no sobrenadante da 
extração com água, Fe não associado a macromoléculas (incluindo o Fe inorgânico) 
no sobrenadante da extração com o reagente precipitante na ausência de 
hidroxilamina e a concentração de espécies de Fe não associado a macromoléculas 
e que não pertencem as espécies de Fe inorgânico, tais como associação de Fe a 
fibras solúveis, no sobrenadante da extração com reagente precipitante na presença 
de hidroxilamina. 
As figuras de mérito estão apresentadas na Tabela 14 (faixa linear, coeficiente 
de determinação (R²), LOD e LOQ). O LOD e o LOQ estão apresentados em µg g-1, 
considerando a massa de amostra de 400 mg e volume final de 10 mL e 15 mL para 
o extrato aquoso e os reagentes precipitantes, respectivamente, assim como os 
resultados de recuperação do teste de adição e recuperação que foi utilizado para 
verificar interferências químicas na determinação de Fe por GF AAS. 
 
Tabela 14 – Figuras de mérito para a determinação de Fe solúvel e inorgânico 
λ  
(nm) 
Faixa linear  
(µg mL-1) 







248,3 10 - 80 0,9983 
Água  36 118 115 
s/hidroxilamina  32 105 108 
c/hidroxilamina  27 90 99 
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Observando os resultados de recuperação (Tabela 14) e de acordo com a FDA, 
para determinação de elementos por técnicas espectrométricas a faixa de 
recuperação aceitável para amostras de alimentos pode variar de 80 a 120 %, 
indicando assim ausência de interferências químicas na determinação elementar.31 
As concentrações de Fe nos sobrenadantes do extrato aquoso e dos diferentes 
reagentes precipitantes com e sem adição de hidroxilamina em amostras de caule dos 
brotos, no grupo controle e o enriquecido com 3000 µg de Fe (Fe(III)-EDTA), estão 
apresentados na Tabela 15.  
 
Tabela 15 – Concentração de Fe nos sobrenadantes e o efeito da hidroxilamina 
 Concentração (µg g-1) ± desvio padrão (n = 3) 
 Controle Fe(III)-EDTA 
Total 89 ± 1 156 ± 1 
Extrato aquoso 44 ± 2 66 ± 1 
Ausência de hidroxilamina (pH < 1) 8,6 ± 0,8 12 ± 1 
Presença de hidroxilamina (pH = 5,5) 5,5 ± 0,1 4,0 ± 0,7 
Fe inorgânico* 3,1 ± 0,8 7,6 ± 0,8 
*Subtração da concentração de Fe no extrato sem hidroxilamina do extrato com hidroxilamina 
  
O Fe solúvel (extrato aquoso) é uma fração do Fe total em ambas as condições 
de cultivo (grupo controle e enriquecido). O enriquecimento aumentou a concentração 
de Fe no extrato aquoso, porém comparando com a concentração total verifica-se uma 
sutil diminuição da porcentagem de Fe solúvel após o enriquecimento (49 % (controle) 
e 42 % (enriquecido)). Possivelmente o decréscimo na concentração de proteínas 
solúveis em água (albuminas) após o enriquecimento com Fe(III)-EDTA (Tabela 11), 
seja uma das possíveis causas para o decréscimo na porcentagem de Fe solúvel.  
Na ausência e presença de hidroxilamina foi possível quantificar o Fe solúvel 
não associado a macromoléculas e o inorgânico, respectivamente. A concentração de 
Fe no sobrenadante após a adição do reagente precipitante e na ausência de 
hidroxilamina reduziu 80 % (controle) e 82 % (enriquecido) quando comparado à 
concentração de Fe no extrato aquoso. O ácido tricloroacético adicionado ao reagente 
precipitante é utilizado como precipitante de proteínas e peptídeos, e a sua eficiência 
em precipitar macromoléculas foi relatada por Carreira et al.140 Portanto, é possível 
inferir que no caule dos brotos enriquecidos e controle há uma quantidade significativa 
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de Fe associado a macromoléculas. Adicionalmente, verifica-se também que o 
enriquecimento não alterou significativamente a porcentagem de Fe associado a 
macromoléculas. 
Na ausência de hidroxilamina é possível obter a concentração de Fe associado 
a macromoléculas, enquanto que ao adicionar hidroxilamina determina-se a 
concentração de Fe inorgânico. Comparando a concentração de Fe na ausência e 
presença de hidroxilamina verifica-se que a concentração de Fe diminuiu 36 e 65 % 
nos grupos controle e enriquecidos, respectivamente. De acordo com Quinteros et 
al.79 e Kosse et al.141 a adição de hidroxilamina ao reagente precipitante promove a 
redução de íons Fe(III) a Fe(II). Estudos evidenciam que os íons de Fe(II) interagem 
com macromoléculas que são precipitadas com a adição do ácido tricloroacético e 
outros componentes da matriz, tais como as substâncias antinutricionais. Os 
polifenóis, tais como os taninos, podem reagir com os íons metálicos bivalentes, como 
o Fe através de seus grupos carboxílicos e hidroxílicos formando complexos 
insolúveis e reduzindo assim a absorção de Fe não-heme.29,142-144  
Além disso, outro antinutriente presente em leguminosas, o ácido fítico possui 
elevado potencial quelante. Esse composto apresenta 12 prótons ionizáveis e pode 
interagir com íons metálicos. O fitato, abundante em leguminosas, constitui um dos 
principais inibidores de absorção do ferro não-heme, pois pode ligar-se a íons, como 
o Fe(II), formando sais insolúveis, e dessa maneira alteram tanto a solubilidade 
desses compostos como também sua funcionalidade, digestibilidade e absorção.145,146 
Em meio ácido ou neutro, como é o caso do reagente precipitante com a presença de 
hidroxilamina (pH = 5,5), os 6 grupos fosfato da molécula de ácido fítico expõem suas 
12 cargas negativas, favorecendo a complexação direta ou indireta dessa molécula 
com cátions bivalentes do Fe(II) e também com amido, proteínas e enzimas.147 
Considerando a significativa diminuição na concentração de Fe nos extratos na 
ausência e presença de hidroxilamina do grupo controle e o enriquecido é possível 
inferir que a hidroxilamina reaja apenas com íons de Fe(III) levando a Fe(II) e que por 
sua vez se associa a antinutrientes, tais como polifenóis e fitatos, formando produtos 
que não são extraídos em água ou que precipitam junto com macromoléculas ao 
adicionar o ácido tricloroacético. Diante disso, é possível quantificar Fe inorgânico total 
no caule dos brotos de feijão azuki, subtraindo-se a concentração de Fe no extrato 
com hidroxilamina do extrato sem hidroxilamina (Tabela 15). É importante destacar 
que a concentração de Fe no extrato com hidroxilamina deve-se a outras espécies 
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solúveis de Fe, como por exemplo Fe associado a compostos de baixo peso molecular 
e que não são precipitados pela ação do ácido tricloroacético. 
O enriquecimento aumentou a concentração de Fe inorgânico. O Fe não-heme 
pode ser encontrado em alimentos de origem vegetal como Fe inorgânico (Fe(II) e/ou 
Fe(III)) sendo a absorção dessas espécies de ferro pelo organismo humano menor 
que 5%. Portanto, apesar dos brotos de feijão não poderem ser considerados uma 
fonte vegetal rica em ferro não-heme, o enriquecimento com Fe(III)-EDTA pode 
auxiliar no aumento de espécies de ferro disponíveis para absorção, o qual foi capaz 
de aumentar em 75, 50 e 145 % a concentração de Fe total, solúvel e inorgânico, 
respectivamente.  
 
5.6. Enriquecimento com Se 
 
5.6.1. Translocação de Se: efeito da massa e variação de compostos de Se 
 
As concentrações de Se, determinadas por ICP OES, na raiz, cotilédone e caule 
do grupo controle e dos brotos de feijão cultivados em meio enriquecido com Se(IV) 
ou Se(VI) e as diferentes massas de Se adicionadas estão apresentadas na Tabela 
16.  
Verifica-se que o aumento da massa de Se(IV) e Se(VI) adicionada ao meio de 
cultivo elevou a concentração de Se nas diferentes partes da planta, principalmente 
na raiz. Porém a translocação de Se para a parte aérea da planta (caule) foi favorecida 
com a adição de Se(VI) ao meio de cultivo, o qual acumulou-se na raiz, não foi mantido 
no cotilédone e parte do elemento absorvido translocou-se para o caule nas quatro 
condições de enriquecimento avaliadas. Por outro lado, as sementes germinadas em 
meio enriquecido com 250 µg de Se(IV) ou Se(VI) desenvolveram-se em condições 
de estresse abiótico, no qual os caules eram mais curtos e espessos, assim como 
verificado para o enriquecimento do meio com  sais de Fe, porém apresentaram 
comprimento ainda menor (aproximadamente 15 cm). Em concentrações de Se(VI) 
mais elevadas (500 e 1000 µg), os brotos ficaram com coloração diferente do grupo 
controle a partir do oitavo dia de cultivo, o processo de germinação foi fortemente 
inibido, os caules ficaram com coloração marrom e a parte aérea do broto que estava 
mais distante da raíz e do cotilédone secou. No enriquecimento com massas de Se(IV) 
acima de 500 µg o processo de germinação foi fortemente inibido e interrompido, não 
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sendo possível determinar a concentração de Se nas diferentes partes dos brotos 
enriquecidos com 500 e 1000 µg de Se(IV). 
 
Tabela 16 - Translocação de Se na raiz, cotilédone e caule em brotos de feijão azuki cultivados em 
meio enriquecido com diferentes compostos e massas de Se adicionadas ao meio de cultivo 
Concentração de Se (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
 Raiz 
 100 µg 250 µg 500 µg 1000 µg 
Se(IV) 62,3 ± 0,4a 64 ± 1a ND
a,* NDa,* 
Se(VI) 132,9 ± 0,6b 135,1 ± 0,4b 194 ± 1
b 448,2 ± 1b 
Controle < LOD 
 Cotilédone 
 100 µg 250 µg 500 µg 1000 µg 
Se(IV) 3,7 ± 0,4a 24,3 ± 0,4a ND
a,* NDa,* 
Se(VI) 4,4 ± 0,7a 20,6 ± 0,3b 29,7 ± 0,2
b 46,7 ± 0,6b 
Controle < LOD 
 Caule 
 100 µg 250 µg 500 µg 1000 µg 
Se(IV) 7,0 ± 0,8a 20,2 ± 0,3a ND
a,* NDa,* 
Se(VI) 62,0 ± 0,9b 115,3 ± 0,5b 112,3 ± 0,6
b 153,5 ± 0,2b 
Controle < LOD 
a,b Letras diferentes na mesma parte da planta e mesma massa adicionada indicam diferenças significativas entre 
o enriquecimento com os diferentes estados de oxidação do Se (p<0,05) 
* ND = Não determinado 
 
A capacidade de absorção e translocação também sofreu alterações  de acordo 
com os diferentes estados de oxidação do Se adicionado ao meio de cultivo. Sendo 
assim, considerando os resultados apresentados na Tabela 16, nota-se que o 
enriquecimento com 100 µg favoreceu a translocação de Se para a parte aérea da 
planta e o uso do Se(VI) permitiu um enriquecimento mais eficiente, quando 
comparado ao Se(IV). Considerando o acúmulo desse elemento na parte comestível 
da planta (caule) a absorção pode ser indicada pelo aumento de 113 % da 
concentração de Se na raiz e a concentração total (raiz + cotilédone + caule) para o 
com 100 µg de Se(IV): 73,0 µg g-1 e Se(VI): 199,3 µg g-1 de Se. 
O Se(VI) mostrou-se também mais eficiente para a translocação elementar na 
planta, no qual a concentração de Se no caule aumentou 9 vezes em relação ao caule 
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do broto cultivado em meio enriquecido com Se(IV). Portanto, o Se(VI) foi mais eficaz 
que o Se(IV) na translocação, absorção e acumulação de Se. Este resultado é 
consistente com os relatados para brócolis e outras plantas, onde o fornecimento de 
Se(VI) proporcionou maior translocação e elevou o acúmulo de Se na parte aérea de 
plantas, para a mesma concentração de Se aplicada ao meio de cultivo.41,148  
Essa condição de enriquecimento foi ideal para preservar as características 
morfológicas do grupo controle e permitir o consumo de uma massa maior de caules 
enriquecidos com Se, sendo que a partir das concentrações em µg g-1 de Se no caule 
dos brotos enriquecidos e a contribuição do caule do broto de feijão azuki enriquecido 
para a ingestão diária recomendada de Se para um indivíduo saudável (adulto; 70 kg; 
até 70 anos), a ingestão de uma massa seca de 21,4 g (Se(IV)) e 2,4 g (Se(VI)) atinge 
a faixa de 100 - 200 µg dia-1 de Se e pode ser capaz de reduzir o risco de alguns tipos 
de câncer em humanos.43 
A mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade de Se em plantas são diferentes 
devido a transições e transformações elementar em diferentes meios de cultivo e 
diferenças no mecanismo de absorção e transporte de Se(IV) e Se(VI) pelas 
plantas.149 Estudos relatam diferenças na absorção de Se em diferentes estados de 
oxidação, a transformação de Se em diferentes meios de cultivo e os efeitos nas 
funções fisiológicas das plantas.150-152. O Se(VI) apresenta disponibilidade e 
mobilidade maiores quando comparadas ao Se(IV) e, por razões ainda pouco 
conhecidas, a biodisponibilidade de Se para plantas pode variar consideravelmente. 
Em um estudo realizado por Sharma et al.153 sobre o efeito do Se(IV) e Se(VI) no 
crescimento e composição bioquímica de canola, também verificou-se a maior 
eficiência na absorção e translocação em solo fortificado com Se(VI). 
Portanto, a translocação de Se da raiz até o broto também é altamente 
dependente da espécie química adicionada ao meio de cultivo e seguem mecanismos 
metabólicos distintos. Um estudo realizado por Zayed et al.154 indica que o Se(VI) é 
mais facilmente translocado quando comparado ao Se(IV) ou outras espécies 
orgânicas, tais como SeMet. O Se(IV) é absorvido de forma passiva e estocado na 
raiz, possui baixa mobilidade e é rapidamente convertido em formas orgânicas de Se 
que ficam retidas nas raízes, as quais apresentam baixa mobilidade no xilema e são 
incorporadas em proteínas em substituição ao S, tendo, portanto, maior toxicidade 
quando comparado ao Se(VI). O Se(VI), não é tão facilmente convertido em formas 
orgânicas, é altamente móvel no xilema e é reduzido a Se(IV) no metabolismo, 
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envolvendo glutationa reduzida no processo, e absorvido de forma ativa pelas plantas, 
competindo com a absorção de sulfato na via metabólica.155 
O efeito do enriquecimento com 100 µg de Se (Se(IV) e Se(VI)) na distribuição 
de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S e Zn também foi avaliado e está apresentado na Tabela 
17.  
 
Tabela 17 – Concentrações de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn em diferentes partes de brotos de 
feijão azuki cultivados em meios enriquecidos com 100 µg de Se 
                                                           Concentração ± desvio padrão (n=3) 
    Controle Se(IV) Se(VI) 
Raiz 
  
Ca* 2,5 ± 0,2a 1,6 ± 0,1b 0,95 ± 0,06c 
Cu** 38 ± 1a 6,9 ± 0,1b 10 ± 0,2c 
Fe** 66 ± 1a 51 ± 1b 50 ± 1b 
K* 23 ± 1a 31 ± 1b 15 ± 1c 
Mg* 2,2 ± 0,1a 2,4 ± 0,1a 1,9 ± 0,1a 
P* 5,8 ± 0,2a 6,4 ± 0,1b 6,1 ± 0,1b 
S* 2,1 ± 0,1a 2,2 ± 0,1a 2,1 ± 0,1a 




Ca* 6,3 ± 0,1a 5,3 ± 0,1b 4,1 ± 0,2c 
Cu** 11 ± 1a 3,7 ± 0,1b 5,2 ± 0,4c 
Fe** 54 ± 2a 50 ± 1a 39 ± 1b 
K* 6,9 ± 0,1a 9,9 ± 0,1b 9,9 ± 0,1b 
Mg* 3,3 ± 0,1a 2,9 ± 0,1a 2,6 ± 0,1b 
P* 1,9 ± 0,2a 2,2 ± 0,1a 2,3 ± 0,1a 
S* 1,7 ± 0,1a 2,1 ± 0,1b 2,1 ± 0,1b 




Ca* 1,0 ± 0,1a 0,7 ± 0,3a 0,49 ± 0,03b 
Cu** 20 ± 1a 10 ± 1b 11 ± 2b 
Fe** 89 ± 1a 73 ± 1b 73 ± 1b 
K* 25 ± 1a 17 ± 1b 17 ± 1b 
Mg* 3,0 ± 0,1a 2,7 ± 0,1a 2,3 ± 0,1b 
P* 6,5 ± 0,2a 6,7 ± 0,1a 6,8 ± 0,1a 
S* 3,6 ± 0,1a 3,5 ± 0,1a 2,9 ± 0,1b 
Zn**  55 ± 1a 63 ± 1b 55 ± 1a 
* mg g-1; ** µg g-1 




Na raiz, o enriquecimento promoveu uma diminuição na concentração de Ca, 
Cu, Fe, K e Zn, variando de 23 (Fe, Se(IV)) a 62 % (Ca, Se(VI)). Por outro lado, 
verificou-se um pequeno aumento na concentração de P (11 %, Se(IV) e 6 %, Se(VI)) 
quando comparados ao grupo controle. No cotilédone, em ambos os meios de 
enriquecimento, a concentração de Ca, Cu e Zn diminuiu. No caule, o enriquecimento 
com Se(IV) não levou a alterações significativas na concentração da maioria dos 
macroelementos estudados, diferentemente do observado para o enriquecimento com 
Se(VI). 
Alguns estudos indicam um efeito antagônico entre o Se(IV) e a absorção de 
fosfato em plantas.156-158 No metabolismo da planta, uma fração de Se(VI) absorvida 
é reduzida a Se(IV) e absorvido de forma passiva pelas células das plantas. O Se(IV) 
compete pelos sítios de absorção nos transportadores de fosfato, devido as suas 
similaridades químicas, aumentando a concentração de P nas partes inferiores da 
planta (raiz e cotilédone) e favorecendo o transporte de Se para a parte aérea 
(caule).122,159 Por outro lado, a fração de Se(VI) que não foi reduzido utiliza os mesmos 
transportadores de membrana do sulfato 57,59, justificando a diminuição significativa 
na concentração de S no caule ao enriquecer o meio de cultivo com Se(VI) devido à 
inibição competitiva entre essas espécies químicas. Em estudos realizados por Barack 
e Goldman160 para cultura de cebolas, também foi verificado que a concentração de 
S diminuiu após o enriquecimento do meio com Se(IV). 
 
5.6.2. Efeito do enriquecimento com Se na distribuição de proteínas e Se-proteínas 
 
Na Tabela 18 estão apresentadas as concentrações de proteínas albumina, 
globulina, prolamina e glutelína nos extratos proteicos obtidos nas condições 
otimizadas, para o grupo controle e cultivados em meio enriquecido com 100 µg de 
Se(IV) ou Se(VI) na parte comestível dos brotos de feijão (caule).  
As maiores concentrações de proteínas foram encontradas nos extratos de 
NaOH, correspondente ao grupo das glutelínas. A alteração na composição de 
aminoácidos ao enriquecer o meio de cultivo com Se(IV) e Se(VI) afetou a solubilidade 
proteica em alguns grupos de proteínas, um vez que a solubilidade de uma proteína 
está relacionada ao equilíbrio termodinâmico entre a interação proteína-proteína e 
proteína-solvente e também ao balanço hidrofilicidade/hidrofobicidade.118 Alterações 
na distribuição de albuminas, globulinas, prolaminas e glutelínas no caule foram 
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observadas nos diferentes procedimentos de enriquecimento com Se. O 
enriquecimento com Se(IV) aumentou significativamente a concentração de 
albuminas (158 %) e globulinas (251 %), por outro lado, verificou-se um decréscimo 
na concentração de globulinas (22 %) e glutelínas (73%) para o enriquecimento com 
Se(VI).  
 
Tabela 18 – Concentração de proteínas no caule do grupo controle e enriquecidos com Se 
 
Concentração de Proteínas (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
Albumina Globulina Prolamina Glutelína 
Controle 66 ± 6a 41 ± 5a <LODa 4484 ± 61a 
Se(IV) 170± 13b 144 ± 4b 56 ± 5b 4647 ± 94a 
Se(VI) 86 ± 1b 32 ± 1a 42 ± 1b 1200 ± 2b 
a,b Letras diferentes no mesmo grupo proteico indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle            
(p < 0,05) 
 
A determinação de Se nos extratos proteicos obtidos após extração sequencial 
com água, NaCl, etanol e NaOH foi realizada por GF AAS. As figuras de mérito do 
método estão apresentadas na Tabela 19 (faixa linear, coeficiente de determinação 
(R²), LOD e LOQ), assim como os resultados de recuperação do teste de adição e 
recuperação que foi utilizado para verificar interferências químicas durante a 
determinação de Se por GF AAS. 
 












Se 196,0 20 – 180 0,9981 
Água 26 85 87 
NaCl 53 174 90 
Etanol 37 124 114 
NaOH 23 75 85 
 
Os resultados de recuperação variaram de 85 a 114 % para as amostras de 
interesse. De acordo com a FDA, para determinação de elementos por técnicas 
espectrométricas a faixa de recuperação aceitável para amostras de alimentos pode 




As concentrações em µg g-1 de Se nas diferentes frações proteicas no caule dos 
brotos de feijão azuki determinadas por GF AAS e o total nas amostras previamente 
digeridas por ICP OES estão apresentadas na Tabela 20. 
  
Tabela 20 – Concentração de Se nos extratos proteicos no caule de brotos de feijão azuki enriquecidos. 
  Concentração de Se (µg g-1) ± desvio padrão (n = 3) 
 Total Albumina Globulina Prolamina Glutelína 
Controle < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 
Se(IV) 7,0 ± 0,8a 8,0 ± 0,8b 0,72 ± 0,10a 0,58 ± 0,1a 1,7 ± 0,1a 
Se(VI) 62,0 ± 0,9b 8,1 ± 1,9b 5,9 ± 0,1b 5,5 ± 0,1b 2,1 ± 0,1a 
a,b Letras diferentes indicam diferenças significativas entre o enriquecimento com os diferentes estados de oxidação 
do Se (p<0,05) 
 
Na distribuição de Se nos extratos de água, NaCl, etanol e NaOH é possível 
inferir que o Se está associado, principalmente, as albuminas nos brotos cultivados 
em meios enriquecidos com Se(IV) e Se(VI). Os principais aminoácidos constituintes 
de albuminas, globulinas e glutelínas são ricos em enxofre e grupos carregados, tais 
como metionina, cisteína, ácido glutâmico, arginina, ácido aspártico e lisina136-138, os 
quais o Se apresenta alta afinidade.139 
Adicionalmente, no enriquecimento com Se(IV) ou Se(VI) verifica-se que a 
interação do Se com os diferentes tipos de proteínas foi favorecida. Comparando-se 
a concentração de Se nos diferentes extratos com a concentração de Se total pode-
se verificar uma porcentagem de Se associado a proteínas de 100 % nos brotos de 
feijão enriquecidos com Se(IV) e uma porcentagem de 35 % para o Se(VI). O Se(IV) 
é absorvido de forma passiva e é rapidamente convertido em formas orgânicas de Se 
e são incorporadas em proteínas em substituição ao S, apresentando maior toxicidade 
para a planta quando comparado ao Se(VI). Por outro lado, o Se(VI) não é tão 
facilmente convertido em formas orgânicas, e é altamente móvel no xilema.155 
 
5.6.3. Espécies de Se orgânico e inorgânico (Se(IV) e Se(VI)) 
  
A separação de espécies de Se total por extração deve ser cuidadosamente 
escolhida e aplicada, uma vez que, é imperativo manter a integridade das espécies, 
sendo liberadas da matriz sem sofrer alterações. Sendo assim, para a extração de Se 
total foram estudados diferentes extratores: água desionizada e NaOH (1,0 mol L-1). 
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Além disso, banho termostático e banho de ultrassom foram também utilizados para 
auxiliar a extração. Os resultados obtidos para os diferentes métodos de extração 
estão apresentados na Tabela 21. 
 
Tabela 21 – Avaliação do método para a extração de Se total 
Extrator Método de extração 
Concentração de Se (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
Após digestão ácida Após procedimento de extração 
H2O 
Banho termostático 105 ± 2a 93 ± 9a 
Banho de ultrassom 105 ± 2a 92 ± 8a 
NaOH 
Banho termostático 105 ± 2a 97 ± 5a 
Banho de ultrassom 105 ± 2a 94 ± 6a 
a,b Letras diferentes indicam diferenças significativas em relação ao grupo controle a digestão ácida (p < 0,05) 
 
De acordo com de acordo com o teste t-Student, verifica-se que não há 
diferenças significativas entre a concentração de Se total e após os diferentes 
procedimentos de extração, com um limite de confiança de 95 %. 
O NaOH é um extrator amplamente utilizado para extração total de proteínas, 
porém, não se trata de um extrator seletivo de proteínas.119,120 No método proposto 
para extração total das espécies de Se e posterior especiação química de formas 
orgânicas e inorgânicas, a solução de NaOH pode levar a alterações das espécies de 
Se originalmente presentes na matriz, principalmente as espécies inorgânicas. 
Estudos indicam que espécies de Se(IV) podem ser determinadas por co-precipitação, 
após a precipitação de hidróxidos, tais como hidróxidos de Fe(III), lantânio e 
magnésio.161 Portanto, utilizando NaOH, a quantificação de Se(IV) seria inviável para 
o procedimento de CPE. 
Preservar as espécies de Se foi também a razão da escolha do sistema de banho 
termostático para a extração do Se total. No sistema de ultrassom ocorre o fenômeno 
de cavitação, que é um processo físico onde pequenas bolhas de gás são geradas e 
a implosão dessas bolhas resulta em micro reatores atingindo temperaturas de cerca 
de 5000 °C e pressões de 100 atm. O poder das ondas ultrassônicas é uma 
preocupação na pesquisa envolvendo especiação química, uma vez que estas podem 
causar até mesmo a formação de radicais.162 Na determinação de Se-metil                      
L-selenocisteína e selenometionina em plantas enriquecidas (Allium sativum e 
Brassica juncea) avaliou-se o efeito da sonda ultrassônica durante o processo de 
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extração utilizando diferentes extratores (HCl, protease e tampão acetato de amônio). 
Quando a sonda ultrassônica foi utilizada, o Se extraído das plantas foi menor em HCl 
e tampão de acetato de amônio quando comparado ao extraído na ausência do 
sistema ultrassônico. No caso de especiação de Se, a aplicação da sonda ultrassônica 
proporcionou uma significativa degradação das espécies.163 Desta forma, para os 
estudos de especiação do Se nos caules dos brotos de feijão azuki, escolheu-se o 
método de extração com água desionizada em banho termostático. 
A determinação de Se após etapas de CPE foi realizada por GF AAS. No 
entanto, é de suma importância a otimização do programa de aquecimento na 
presença dos reagentes utilizados no procedimento de extração por ponto nuvem. 
Sendo assim, obteve-se as curvas de temperatura de pirólise e de atomização (Figura 
8) utilizando solução analítica de Se em Triton X-114 + ditizona e sendo co-injetado o 
modificador químico (Pd+Mg). 
 
Figura 8 – Curvas das temperaturas de pirólise (●) e atomização (▲) utilizando solução de 40 µg L-1 de 
Se(IV), Triton X-114, ditizona e modificador químico  
 
 
 Observou-se que o Se é termicamente estável até 900 °C. Em temperaturas de 
pirólise menores que 400 °C não foi possível obter sinais de absorbância, devido ao 
alto sinal de radiação de fundo gerado na presença do surfactante e complexante. A 
temperatura de atomização escolhida foi 2100 °C, pois usando temperaturas de 
atomização mais baixas formaram-se sinais analíticos duplos.  
A elevada temperatura de pirólise (900 °C) alcançada pela adição do modificador 
Pd+Mg deve-se a formação de uma solução sólida não volátil de Se com Pd, 
permitindo assim eliminar ou minimizar consideravelmente concomitantes, mesmo na 





























determinação de Se por GF AAS, pois na ausência do modificador químico esse 
elemento volatiliza-se a temperaturas maiores que 130 °C, na forma de óxidos (SeO 
e SeO2).164 
Após avaliação da etapa de extração das espécies de Se, bem como a 
otimização do programa de aquecimento para a determinação de Se por GF AAS, foi 
feita otimização do pH de formação do complexo de Se(IV) com ditizona, etapa usada 
no procedimento de CPE. A concentração de ditizona e Triton X-114, assim como a 
temperatura de equilíbrio e o tempo de incubação são parâmetros importantes para o 
procedimento de CPE para atingir uma reação completa, separação entre as fases e 
pré-concentração eficientes.165 Entretanto, tais condições não foram avaliadas devido 
a existência de trabalhos na literatura, sendo assim, as condições estabelecidas por 
Sun et al.87 foram consideradas. 
A formação do complexo Se(IV) com ditizona (H2DZ , C13H12N4S), a estabilidade 
química do complexo formado e sua subsequente extração é dependente do pH do 
meio. Apenas espécies de Se(IV) reagem com H2DZ, de acordo com a reação 8, 
formando um complexo hidrofóbico Se(IV)-ditizona (Se(HDZ)4 que posteriormente irá 
para o interior das micelas do surfactante não-iônico, permitindo a separação das 
espécies de Se(IV) da fase aquosa.165  
 
H2SeO3 + 4 H2DZ ⇌ Se(HDZ)4 + 3 H2O                                                                    (8) 
 
O efeito do pH na extração das diferentes espécies de Se está apresentado na 
Figura 9. Outras espécies de Se (Se(VI) e SeMet) foram submetidas ao procedimento, 
variando o pH, com intuito de demonstrar a seletividade da H2DZ. A eficiência da 
extração (E%) foi calculada considerando a concentração inicial das espécies de Se 
em relação ao resultado obtido após submeter as respectivas soluções ao 
procedimento de CPE. 
Observa-se que a extração de Se(IV) foi maior em pH = 2, sendo esse o pH 
escolhido para os estudos subsequentes. A partir do pH = 3 ocorreu um significante 
decréscimo no sinal analítico de Se(IV), devido à instabilidade da H2DZ a pHs mais 
elevados.165 Para as demais espécies de Se (Se(VI) e SeMet), como esperado, não 
ocorreu a formação do complexo hidrofóbico e a eficiência da CPE foi mínima, 








Para a quantificação de Se(VI) foi necessária a inclusão de uma etapa de 
redução do Se(VI) a Se(IV), utilizando HCl. A concentração de HCl na redução de 
Se(VI) a Se(IV) foi estudada (Figura 10) adicionando-se a solução de HCl na fase 
pobre em surfactante obtida após o primeiro procedimento de CPE apenas com Triton 
X-114. A mistura foi submetida ao aquecimento e a um segundo procedimento de CPE 
na presença de H2DZ e Triton X-114. Ao final, a fase pobre em surfactante foi 
analisada por GF AAS.  
 
Figura 10 – Efeito da concentração de HCl na redução de Se(VI) a Se(IV) utilizando Triton X-114             
(1 % v v-1) e H2DZ (2 mmol L-1) 
 
 
Para a redução de Se(VI) usando HCl como agente redutor, estudos mostraram 
que a eficiência de redução (reação 9) apenas ocorre em altas concentrações do 
ácido.166 
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Os resultados apresentados na Figura 10 mostram que apenas em 
concentrações de HCl acima de 4,0 mol L-1 obteve-se uma eficiente redução das 
espécies de Se(VI). 
Ao final das otimizações, as espécies orgânicas hidrofóbicas de Se foram 
determinadas após o procedimento de CPE na fase rica em surfactante na ausência 
de H2DZ. A fase pobre em surfactante, contendo as espécies orgânicas hidrofílicas de 
Se de baixo peso molecular e as espécies inorgânicas, obtida após a extração das 
espécies orgânicas hidrofóbicas foi submetida a um segundo procedimento de CPE 
na presença de H2DZ, resultando na determinação de Se(IV) na fase rica em 
surfactante. A determinação das espécies de Se inorgânico total foi realizada 
repetindo procedimento de CPE, porém a fase pobre em surfactante obtida foi 
submetida a etapa de redução do Se(VI), utilizando HCl. Posteriormente, o 
procedimento de CPE com adição de H2DZ foi utilizado, obtendo-se a concentração 
total do Se inorgânico. Subtraindo a concentração de Se(IV) da concentração de Se 
inorgânico total foi possível determinar a concentração das espécies de Se(VI). As 
espécies orgânicas hidrofílicas de Se foram quantificadas subtraindo a concentração 
total de Se inorgânico da concentração de Se na fase pobre em surfactante obtida 
após o procedimento de CPE na ausência de H2DZ. 
Os parâmetros característicos da curva de calibração, tais como faixa linear, 
coeficiente de determinação (R²), desvio padrão relativo médio (RSD) para a 
repetibilidade das medições da solução de calibração (100 µg L-1 Se) (n = 3), LOD e 
LOQ, estão apresentados na Tabela 22. Os resultados estão apresentados em µg g-1 
considerando a massa de amostra de 200 mg e o volume final de 10 mL para a 
determinação do Se total e considerando uma massa de 100 mg e um volume final de 
2 mL para a especiação de Se.  
 
Tabela 22 – Figuras de mérito para a determinação de Se por ICP OES1 e GF AAS2 
 






 (µg g-1) 
LOQ 
 (µg g-1) 
Recuperação 
(%) 















20 – 180 0,9962 2,1 
4,29 12,88 98* 
Hidrofóbico 0,25 0,75 ND** 
* adição de Se-Met (80 µg L-1); **ND = não determinado 
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Um enriquecimento de alimentos bem sucedido não está apenas relacionado ao 
aumento na concentração total de um determinado elemento, mas também a 
formação de espécies bioacessíveis e biodisponíveis. De acordo com a literatura, 
sabe-se que espécies orgânicas de Se são consideradas mais biodisponíveis e 
apresentam menor toxicidade167,168, enquanto o Se(IV) é mais tóxico que o Se(VI).166 
Os resultados da especiação de Se em brotos de feijão azuki enriquecidos estão 
apresentados na Tabela 23. 
 
Tabela 23 – Resultados da especiação de Se em brotos de feijão azuki enriquecidos  
  
Concentração de Se (µg g-1) ± 
desvio padrão (n=3) 
Total  105 ± 2 
Espécies inorgânicas 
Se(IV) 1,5 ± 0,1 
Se(VI) 4,2 ± 0,2 
Espécies orgânicas 
Espécies hidrofóbicas 1,5 ± 0,1 
Espécies hidrofílicas 96 ± 2 
 
Para o cultivo dos brotos enriquecidos avaliados, foi utilizado 250 µg de Se(VI). 
Essa espécie de Se é absorvida pelas raízes das plantas e facilmente distribuída para 
a parte aérea através dos transportadores de sulfato. No metabolismo da planta, 
Se(VI) é inicialmente reduzido a Se(IV) através da ação da adenosina trifosfato (ATP) 
sulfurilase e assimilado a compostos orgânicos de Se.59 Sendo assim, brotos de feijão 
azuki enriquecidos com Se podem ser incluídos como um suplemento dietético, sendo 
uma boa alternativa para reduzir a deficiência de Se. 
Uma estimativa da ingestão diária segura e adequada de Se varia de 10 a         
200 µg dia-1, dependendo da idade do indivíduo.166 Comparando a soma das 
concentrações das espécies de Se com a concentração de Se total, verifica-se que as 
espécies quantificadas correspondem a 99 % do total. O estudo de especiação 
química mostra que as espécies orgânicas, principalmente as espécies hidrofílicas, 
são os constituintes majoritários no caule dos brotos enriquecidos, correspondendo a 
93 % da concentração total. Por outro lado, as espécies inorgânicas de Se 
correspondem a 5,4 % da concentração total de Se, no qual o Se(IV) está presente 
em uma porcentagem menor (1,4 %) quando comparado ao Se(VI) (4,0 %).  
88 
 
Sendo as espécies de Se orgânico mais biodisponíveis que as espécies 
inorgânicas e considerando a especiação química do Se, o consumo de 
aproximadamente 2 g do caule dos brotos de feijão azuki cultivado em meio 
enriquecido com 250 µg de Se(VI) ainda é adequado para atingir o consumo máximo 
adequado de 200 µg dia-1 de Se. 
 
5.7. Competição elementar: enriquecimento com mistura de Se + Fe e Se(IV) + Se(VI) 
 
Para o estudo da competição entre Fe e Se na absorção e translocação desses 
elementos na planta foram avaliadas duas condições de enriquecimento simultâneo, 
utilizando meio de cultivo contendo duas diferentes misturas: 3000 µg de Fe(III)-EDTA 
+ 100 µg de Se(VI) e 100 µg de Se(IV) + 100 µg de Se(VI). As concentrações de Fe e 
Se nas diferentes partes da planta estão apresentadas nas Tabelas 24 e 25, 
respectivamente. 
 
Tabela 24 – Concentração de Fe em diferentes partes de brotos de feijão azuki cultivados com Fe na 
ausência e presença de Se. 
 Concentração de Fe (µg g-1) ± desvio padrão (n=3) 
 Controle 3000 µg (Fe) 3000 µg (Fe) + 100 µg (Se(VI)) 
Raiz 68 ± 6a 145 ± 1b 155 ± 9b 
Cotilédone 54 ± 4a 332 ± 2b 161 ± 7c 
Caule 89 ± 7a 156 ± 6b 155 ± 8b 
a,b,c Letras diferentes na mesma parte da planta indicam diferenças significativas (p < 0,05) 
 
Tabela 25 – Concentração de Se em diferentes partes de brotos de feijão azuki cultivados com 
diferentes espécies de Se e na ausência e presença de Fe. 






Se(IV) (100 µg) + 
Se(VI) (100 µg) 
Fe (3000 µg) + 
Se(VI) (100 µg) 
Raiz <LODa* 62 ± 1b 133 ± 1c 87 ± 7d  90 ± 3d 
Cotilédone <LODa* 3,7 ± 0,4a 4,4 ± 0,7a 13 ± 1b  4 ± 1a 
Caule <LODa* 7,0 ± 0,8a 62 ± 1b 55 ± 6b 66 ± 4b 
*LOD = 0,38 µg g-1 




Verifica-se que na raiz e no caule não ocorreram alterações significativas na 
concentração de Fe após o enriquecimento do meio com Fe e Se (Tabela 24). Sendo 
assim, a presença de Se ao meio de cultivo não altera o potencial de translocação do 
complexo Fe(III)-EDTA para a parte aérea e comestível da planta (caule). Por outro 
lado, verifica-se que a adição de Fe e Se ao meio de cultivo diminuiu 51% a 
concentração de Fe no cotilédone em relação ao enriquecimento do meio apenas com 
Fe, indicando um antagonismo entre esses elementos e menor acúmulo de Fe nessa 
parte da planta. 
O enriquecimento com diferentes espécies de Se (Se(IV) e Se(VI)) 
simultaneamente, promoveu uma diminuição na concentração de Se na raiz (35 %) e 
um aumento de 195 % na concentração de Se do cotilédone, quando comparados ao 
enriquecimento apenas com Se(VI). Sendo assim, a presença de Se(IV) e Se(VI) no 
meio de cultivo modifica a distribuição de Se nas diferentes partes da planta, 
promovendo uma diminuição do acúmulo de Se na raiz e um aumento do acúmulo de 
Se no cotilédone, porém, não altera a eficácia de enriquecimento e translocação para 
a parte comestível da planta, ao ser comparado com o enriquecimento contendo 
apenas espécies de Se(VI). 
Adicionalmente, o enriquecimento com Fe (Fe(III)-EDTA) e Se(VI) 
simultaneamente, promoveu uma diminuição na concentração de Se na raiz (33 %), 
enquanto não foram verificadas diferenças significativas na concentração de Se do 
cotilédone e caule, quando comparados ao enriquecimento apenas com Se(VI). 
Sendo assim, a presença de Fe no meio de cultivo não altera a eficácia no uso de 
Se(VI) e a translocação de Se para a parte aérea da planta (caule).  
Os resultados da interação de Se e Fe estão de acordo com os estudos 
existentes na literatura, os quais também não observaram relações sinérgicas ou 
antagônicas entre Fe e Se no metabolismo de plantas.57,61 Reações antagônicas 
foram observadas para Fe, Mn, Cu e Zn169, porém nenhum relato sobre a existência 
de competições entre Fe e Se. 
 
5.8. Efeito do enriquecimento com Fe ou Se na bioacessibilidade de elementos 
essenciais 
 
Ensaios in vitro foram realizados para a avaliação da bioacessibilidade de 
elementos essenciais em brotos (caule) de feijão azuki enriquecidos com Fe ou Se. 
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Para tanto, a determinação dos elementos foi feita por ICP OES na fração solúvel e 
na dialisada. 
As figuras de mérito estão apresentadas na Tabela 26 (faixa linear, coeficiente 
de determinação (R²), LOD e LOQ). Para ICP OES, o LOD foi calculado usando a 
concentração equivalente e a radiação de fundo (BEC = Csr/SBR), considerando-se a 
maior concentração da curva analítica de calibração (Csr) e a razão sinal/ruído (SBR 
= (Ihc-Ibranco)/Ibranco), sendo LOD = (3 x BEC x RSD)/ 100 e RSD o desvio padrão relativo 
de dez medidas do branco analítico. O LOQ sendo 3,3 vezes o LOD.115 Os resultados 
finais estão apresentados em µg g-1, considerando a massa de amostra de 200 mg e 
volume final de 10 mL. 
 
























Ca 1,75 – 112 1,0000 0,28 0,91 1,23 4,06 1,01 3,33 
Cu 0,02 – 1,6 1,0000 0,05 0,17 0,24 0,47 0,13 0,41 
Fe 1,25 – 80 0,9998 0,19 0,63 0,01 0,04 0,07 0,24 
K 1,25 – 80 0,9966 0,54 0,18 0,48 1,59 0,22 0,69 
Mg 0,6 – 40 0,9994 0,36 0,12 0,66 2,18 0,29 0,94 
P 1,25 – 80 0,9988 0,48 1,58 0,19 0,65 0,22 0,71 
S 1,25 – 80 0,9993 0,47 0,16 1,31 4,32 0,81 2,69 
Se 0,06 – 4 0,9988 0,38 1,25 0,34 1,12 0,23 0,76 
Zn 0,06 – 4 1,0000 0,01 0,03 0,02 0,05 0,12 0,40 
 
Teste de adição e recuperação foi utilizado para verificar interferências químicas 
durante a determinação por ICP OES, as porcentagens de recuperação dos 
elementos de interesse em todos os digeridos do caule (total, solúvel e dialisado) 
estão apresentadas na Tabela 27. 
 
Tabela 27 – Resultados de recuperação para as amostras: total, fração solúvel e fração dialisada  
 Recuperação (%) 
 Ca Cu Fe K Mg P S Se Zn 
Total 99 105 100 114 100 112 86 108 98 
Solúvel 102 101 102 111 100 88 95 107 100 
Dialisado 102 101 102 103 102 102 101 103 101 
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Os resultados de recuperação variaram de 86 a 114 % para as amostras de 
interesse. De acordo com a FDA, para determinação de elementos por técnicas 
espectrométricas a faixa de recuperação aceitável para amostras de alimentos pode 
variar de 80 a 120 %, indicando assim ausência de interferências químicas na 
determinação elementar.116  
A concentração de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn no caule dos grupos controle 
e enriquecidos com 3000 µg de Fe (Fe(III)-EDTA), 100 µg de Se(IV) e 100 µg de Se(VI) 
através da análise dos fluidos gastrointestinais da digestão simulada in vitro antes 
(fração solúvel) e após a diálise (fração dialisada) estão apresentadas na Tabela 28. 
A concentração bioacessível dos elementos foi determinada subtraindo a 
concentração obtida na fração dialisada (interior da membrana de celulose) da 
concentração da fração solúvel. A porcentagem solúvel e bioacessível foram 
calculadas em relação a concentração total (Tabelas 10 e 17) e a concentração 
solúvel, respectivamente. 
Os resultados obtidos analisando a fração dialisada no enriquecimento com 
Se(IV) e Se(VI) indicam que Ca, P e Zn foram os elementos menos bioacessíveis, 
variando de 0 (Ca, Se(IV) e Se(VI)) a 38 % (Zn, Se(VI)). Por outro lado, verifica-se que 
no enriquecimento com Fe(III)-EDTA os elementos S (77 %) e P (81 %) foram os 
menos bioacessíveis. 
Comparando a fração solúvel do grupo controle com o enriquecido com selenito 
e selenato, verifica-se que o enriquecimento com Se(IV) aumentou a porcentagem 
solúvel de Cu (42 %), K (40 %), Mg (9 %), P (20 %) e Se (100 %), enquanto o 
enriquecimento com Fe(III)-EDTA aumentou a porcentagem solúvel de Cu (54 %), Fe 
(26 %), K (29 %) e P (50 %).  
Quanto a porcentagem bioacessível dos elementos, verifica-se que as espécies 
de Se formadas na parte comestível da planta (caule) após o procedimento de cultivo 
em meio enriquecido com Se(IV) ou Se(VI) são 100 % bioacessíveis. O 
enriquecimento com Se(IV) não alterou significativamente a porcentagem 
bioacessível de Ca, Cu, Mg, P e S, e o Se(VI) não alterou a bioacessibilidade de Ca, 
Cu, P, Mg, P, S e Zn. Adicionalmente, verifica-se que o enriquecimento com Fe(III)-
EDTA aumentou em 4 % a porcentagem de Fe bioacessível, indicando a eficácia no 
uso do complexo de Fe para o enriquecimento, no qual a concentração total de Fe na 
parte comestível da planta aumentou, assim como a concentração de Fe solúvel, 
favorecendo a bioacessibilidade elementar na digestão gastrointestinal. Quando 
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comparados ao grupo controle, o enriquecimento com Fe aumentou também a 
porcentagem bioacessível de todos dos elementos, exceto para o S e Mg. 
 
Tabela 28 – Resultados de bioacessibilidade de Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, S, Se e Zn no caule do grupo 
controle e nos enriquecidos com Se e Fe. 
    Controle Se(IV) Se(VI) Fe(III)-EDTA 
Ca* 
Solúvel <LODa <LODa <LODa <LOQa 
(%Solúvel) 0 0 0 0 
Dialisado <LODa <LODa <LODa <LOQa 
(%Bioacessível) 0 0 0  0 
Cu** 
Solúvel 9,3 ± 0,8a 9,0 ± 1,0a 10 ± 1a 11 ± 1a  
(%Solúvel) 46 88 90 100 
Dialisado <LODb < LODb <LODb <LODb 
(%Bioacessível) 100 100 100  100 
Fe** 
Solúvel 46 ± 4a 39 ± 5a 42 ± 4a 122 ± 8b 
(%Solúvel) 52 53 57 78 
Dialisado 9,6 ± 0,3b 9,1 ± 0,2b 13 ± 1b 21 ± 2b 
(%Bioacessível) 79 76 68 83 
K* 
Solúvel 13 ± 1a 17 ± 1b 16 ± 1a,b 16 ± 1a,b 
(%Solúvel) 55 95 94 84 
Dialisado 1,6 ± 0,1c 1,5 ± 0,1c 1,8 ± 0,1c 1,2 ± 0,2c 
(%Bioacessível) 88 91 88 93 
Mg* 
Solúvel 2,3 ± 0,1a 2,3 ± 0,1a 2,2 ± 0,1a  2,3 ± 0,1a 
(%Solúvel) 77 86 97 75 
Dialisado 0,22 ± 0,01b 0,20 ± 0,01b 0,22 ± 0,01a 0,33 ± 0,08b 
(%Bioacessível) 91 91 90  85 
P* 
Solúvel 2,65 ± 0,06a 4,05 ± 0,07b 3,08 ± 0,05c  6,22 ± 0,03d 
(%Solúvel) 41 61 46 91 
Dialisado 0,87 ± 0,02e 0,69 ± 0,03f 0,88 ± 0,02e 1,2 ± 0,2e 
(%Bioacessível) 33 17 29  81 
S* 
Solúvel 3,84 ± 0,03ª 3,76 ± 0,04a 3,52 ± 0,04b  3,3 ±0,2b 
(%Solúvel) 100 100 100 91 
Dialisado 0,51 ± 0,01d 0,48 ± 0,01d 0,46 ± 0,01d 0,74 ± 0,09e 
(%Bioacessível) 87 87 87  77 
Se** 
Solúvel <LODa 7,2 ± 0,7a 62,7 ± 1,1b  <LODa 
(%Solúvel) 0 100 100 0 
Dialisado <LODa <LODa <LODa <LODa 
(%Bioacessível) 0 100 100  0 
Zn** 
Solúvel 57 ± 1a 60 ± 1a 56 ± 1a 44 ± 1b 
(%Solúvel) 100 94 100 100 
Dialisado 20 ± 1b 8,6 ± 0,2c 22 ± 1b <LODa 
(%Bioacessível) 34 14 38 100 
*mg g-1 **µg g-1 ; a-f Letras diferentes no mesmo elemento indicam diferenças significativas (p<0,05) 
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Possíveis interações entre os elementos podem interferir na absorção dos 
mesmos. Uma dieta rica em Ca pode levar a diminuição na absorção de Zn e Fe, 
enquanto uma dieta rica em Zn pode diminuir a absorção de Cu.63 Portanto, a 
bioacessibilidade de um elemento não depende somente da matriz alimentar, mas 
também da espécie química dos analitos118 e apesar do enriquecimento diminuir a 
concentração de alguns elementos essenciais, a adição de Se ou Fe ao meio de 
cultivo não diminuiu a porcentagem bioacessível da maioria dos elementos, indicando 
que a bioacessibilidade das espécies elementares no caule não sofreu efeitos 






























A determinação da concentração elementar total em grãos de feijão azuki e nas 
diferentes partes do broto por ICP OES foi realizada após etapa de digestão das 
amostras, usando forno de micro-ondas com cavidade e mistura oxidante diluída. 
Esse procedimento de digestão apresenta inúmeros atrativos: redução do volume dos 
reagentes, diminuição de contaminações, diminuição dos valores dos brancos 
analíticos, produção de resíduos menos ácidos, enfim, é um procedimento que 
privilegia a química verde.  
Os grãos de feijão azuki podem contribuir como uma fonte valiosa e de alto 
potencial no fornecimento de elementos essenciais. Portanto, sua introdução na dieta 
alimentar poderá suprir algumas deficiências nutricionais principalmente aquelas 
relacionadas a ingestão diária de Mg, P e K. Porém, é uma fonte pobre em elementos 
como Fe e Se, justificando a necessidade de se enriquecer esse produto. 
Os resultados obtidos para o enriquecimento de brotos de feijão azuki com Fe 
indicam que, apesar da baixa mobilidade desse elemento no xilema, a estratégia de 
enriquecimento adicionando o complexo de Fe(III)-EDTA ao meio de cultivo foi a mais 
eficiente para promover a translocação de Fe para a parte aérea da planta, no qual o 
acúmulo na raiz e cotilédone foi minimizado e o transporte radial e a longa distância 
do elemento foi favorecido. O enriquecimento favoreceu a associação de Fe a 
proteínas do grupo das albuminas, globulinas e glutelínas, porém, ocorreram 
alterações no balanço nutricional da planta e na distribuição de proteínas do grupo 
das albuminas, globulinas, prolaminas e glutelínas. Adicionalmente, com o método 
utilizado para a especiação de Fe foi possível determinar as concentrações de Fe 
solúvel e inorgânico nos brotos de feijão, no qual verificou-se que o enriquecimento 
também aumentou a concentração de espécies de Fe solúvel e inorgânico, espécies 
que são potencialmente absorvidas, indicando a eficácia do procedimento de 
enriquecimento proposto. No caule dos brotos enriquecidos, o Fe mostrou-se 
altamente bioacessível (83 %) após digestão simulada in vitro, além de aumentar a 
porcentagem bioacessível de todos dos elementos estudados, exceto para o S e Mg, 
quando comparado com grupo controle.  
No enriquecimento com Se, a concentração desse elemento na raiz e no 
cotilédone aumentou significativamente com a adição de Se(IV) ou Se(VI) ao meio de 
cultivo. Porém, a translocação para a parte aérea foi mais eficiente ao adicionar 
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Se(VI), no qual adicionando 100 µg Se(VI) ao meio de cultivo obteve-se brotos de 
feijão com características morfológicas da planta idênticas ao grupo controle. 
Verificou-se também que no enriquecimento com Se(IV) ou Se(VI) o Se está 
principalmente associado a proteínas do grupo das albuminas e ambas as condições 
de cultivo promoveram alterações significativas na distribuição da maioria dos grupos 
de proteínas. Na especiação de Se orgânico e inorgânico com CPE, foi possível 
identificar e quantificar as formas de Se na parte comestível da planta (caule), onde 
as espécies de Se orgânico foram predominantes, principalmente aquelas hidrofílicas, 
indicando que essa é uma boa estratégia de enriquecimento para reduzir deficiências 
de Se, uma vez que as espécies orgânicas são mais biodisponíveis e menos tóxicas 
quando comparadas as espécies inorgânicas de Se. Adicionalmente, no estudo de 
bioacessibilidade elementar, o Se mostrou-se 100% bioacessível em ambos as 
estratégias de enriquecimento, além de não indicar efeitos negativos na porcentagem 
bioacessível da maioria dos elementos estudados 
Sendo assim, os resultados sugerem que a eficiência no consumo desse 
alimento enriquecido com Fe ou Se para suprir eventuais deficiências nutricionais, 
depende da espécie química dos elementos adicionados ao meio de cultivo e a 
inclusão de brotos de feijão azuki enriquecidos com Fe(III)-EDTA ou Se(VI) na dieta 
diária, apresenta uma relevante e potencial contribuição para que as recomendações 
de consumos diário desses elementos seja alcançada.  Além disso, é importante 
salientar que para o sucesso do enriquecimento de alimentos, estudos de especiação 
química são de suma importância, pois permitem identificar e/ou determinar as formas 
químicas em que o elemento é encontrado na matriz. A determinação das diferentes 
formas químicas dos elementos pode resultar em informações sobre a absorção, 
bioacessibilidade, e até mesmo a biodisponibilidade e os estudos de especiação 
química do Se e Fe nos brotos enriquecidos são capazes de inferir sobre a toxicidade 
e essencialidade dos elementos, promovendo conhecimentos capazes de auxiliar na 
evolução e aprimoramento de informações a respeito da utilização consciente de 
alimentos funcionais enriquecidos com Fe e Se, uma vez que, as diferentes espécies 
químicas geradas serão capazes de agir diferentemente no sentido de modular os 
processos metabólicos, prevenindo o aparecimento precoce de doenças 
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